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RESUMEN

La creciente demanda de los consumidores por alimentos mas naturales y el
interés por proteger el ambiente, han impulsado el disefio de recubrimientos
comestibles. La incorporacion de agentes antimicrobianos retarda el deterioro de
los alimentos. La nisina (N) ha sido ampliamente aprobada para su uso en
alimentos. El entrecruzamiento de proteina de chicharo (PC) con transglutaminasa
(TG), en mezcla con quitosano (QT), en presencia de sorbitol (S) puede mejorar
las propiedades mecanicas y de barrera de los recubrimientos a base de estos
polimeros. El objetivo de este trabajo fue determinar las propiedades mecanicas,
fisicoquimicas y antimicrobianas de un recubrimiento comestible activo, basado en
QT y PC entrecruzada con transglutaminasa. Se realiz6 un disefio factorial 23; los
factores fijos fueron PC y S. Los factores variables fueron QT, TG y N, con los
niveles: ausencia y presencia. Las variables respuesta fueron: potencial {, tamafo
de particula, indice de polidispersion (IP), &ngulo de contacto espesor, fuerza de
tension (FT), elongacion (E), modulo de Young (MY), permeabilidad al CO,, O, y
H,O. Se realiz6 la caracterizacién fisicoquimica de las suspensiones filmogénicas
(SF). Posteriormente se determinaron las propiedades mecéanicas, de barrera y
antimicrobianas, y se estudi6é la biodegradabilidad de las peliculas. Se aplic6 el
recubrimiento activo a rebanadas de jamén inoculadas con 10° UFC/g de
Brochotrix thermospacta (BT), monitoreandose su poblacion, la de bacterias acido
lacticas (BAL) y cuenta bacteriana total (CBT) durante un mes. La adicién de N
afecto significativamente (p<0.05) el potencial ¢, el tamafio de particula y el indice
de polidispersion (-17.71 + 1.62 mV; 184.78 + 16.86 nm; 0.325 + 0.086,
respecrivamente) mostrandose la mejor estabilidad de la SF en ausencia de N. La
adicién de TG aument6 la FT y disminuyo el MY de manera significativa, aunque el
porcentaje de E fue similar. La permeabilidad al CO, {3.08 + 0.69 [(cm®)(m) ] /[
(m?)(d)(kPa)] } y y O, {0.09 + 0.02 [(cm®(m) ]/ [ (m?)(d)(kPa)] } fue menor en las
peliculas que contenian TG, mientras que la permeabilidad al vapor de agua se
mantuvo sin diferencia. Por otro lado, la presencia de TG disminuyé ~19% el
efecto antimicrobiano de las peliculas. Se logré reducir 0.5 log UFC/g la poblacion
de BT a los 7 d. La poblacion de BAL no se modificé y la CBT se redujo 1 log
después de 14 d. Se observo la desintegracion de las peliculas después de 28 d,
comprobando su naturaleza biodegradable. Se recomienda aumentar la
concentracion de nisina para controlar el crecimiento de los microorganismos
deterioradores.

Palabras clave: recubrimientos comestibles, proteina de chicharo, nisina.



SUMMARY

Growing consumer demand for more natural foods and interest in protecting the
environment has fueled the design of edible coatings. The incorporation of
antimicrobial agents retards the deterioration of food. Nisin (N) has been widely
approved for use in food. Crosslinking of pea protein (PC) with transglutaminase
(TG), in admixture with chitosan (QT), in the presence of sorbitol (S) can improve
the mechanical and barrier properties of coatings based on these polymers. The
objective of this work was to determine the mechanical, physicochemical and
antimicrobial properties of an active edible coating based on QT and PC
crosslinked with transglutaminase. A 2° factorial design was performed; the fixed
factors were PC and S. Variable factors were QT, TG and N, with levels: absence
and presence. Risponse variables were { potential, particle size, polidispersity
index (IP), contact angle, thickness, tensile stregth (FT), elongation (E), Young's
modulus (MY), permeability to CO,, O, and vapour H,O. The physicochemical
characterization of the film-forming suspensions (SF) was carried out. Mechanical,
barrier and antimicrobial properties were determined. The biodegradability of the
films was studied for 28 days. The active coating was applied to sliced cooked ham
inoculated with10°> UFC/g of Brochotrix thermospacta (BT), monitoring its
population, and lactic acid bacteria (BAL) and total bacterial count (CBT) during
one month. The addition of N significantly affected (p <0.05) the ¢ potential, particle
size and IP (-17.71 £ 1.62 mV, 184.78 + 16.86 nm; 0.325 = 0.086, respectively),
showing the best stability of SF in absence of N. The addition of TG significantly
increased the FT meanwhile MY decreased, although E was similar. The
permeability to CO, {3.08 + 0.69 [(cm®*(m) ]/ [ (m?)(d)(kPa)] } and O, {0.09 + 0.02
[(cm®)(m) 1/ [ (m?)(d)(kPa)] } was lower in films that did not contain TG. While the
permeability to H,O remained unchanged. On the other hand, the presence of TG
decreased ~ 19% the antimicrobial effect of the films. The population of the
inoculated microorganism was reduced by 0.5 log CFU / g at day 7. The BAL
population was not modified and CBT was reduced 1 log after 14 d. Disintegration
of the films was observed after 28 d confirming their biodegradable nature. It is
recommended to increase nisin concentration to control spoilage microorganism
growth.

Key words: edible coatings, pea protein, nisin.
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1. INTRODUCCION

Los empaques son una barrera que separa al alimento del ambiente. Su
funcién principal es proteger a los alimentos reduciendo la exposicion a factores
de deterioro (microorganismos, oxigeno, agua) y evitando la pérdida de
compuestos deseables (Otoni et al., 2017).

Actualmente la mayoria de los empaques para alimentos estan hechos a
base de polimeros derivados del petrdleo, pues poseen ventajas tales como: bajo
costo, resistencia mecanica y versatilidad. Sin embargo, su uso indiscriminado ha
contribuido a la acumulacion de desechos soélidos de baja biodegradabilidad en los
vertederos de residuos. Lo anterior ha impulsado la busqueda de polimeros
naturales que puedan ser utilizados como empaques comestibles (Villada et al.,
2007).

El disefio y aplicacion de los empaques comestibles ha aumentado no
solo debido al interés por proteger el medio ambiente, sino también por la
creciente demanda de los consumidores por alimentos mas naturales (Campos et
al., 2011). Los recubrimientos comestibles tienen un doble propdésito: alargar la
vida de anaquel de muchos productos alimenticios, y reducir el uso de embalajes
de plasticos que contaminan el medio ambiente (Giosafatto et al., 2014).

Los recubrimientos y peliculas comestibles principalmente deben tener
dos componentes: una matriz basada en una bio-macromolécula (proteinas,
lipidos, carbohidratos) capaz de formar una estructura cohesiva, y un solvente
(generalmente agua). Por lo regular, se afiade un plastificante para aumentar la
flexibilidad y ademas se pueden combinar otros ingredientes para modificar y
mejorar las propiedades fisicas o funcionalidad de las peliculas (Janjarasskul y
Krochta, 2010). Tal es el caso de la transglutaminasa (TG), una enzima que
cataliza la formacion de un enlace isopeptidico e-(y-glutaminil) lisina, entre
glutaminas y lisinas de las proteinas. Este tipo de enlace se ha investigado para
mejorar las propiedades fisicas y bioldgicas de las proteinas de los alimentos
(Mariniello et al., 2014).



Adicionalmente, se ha reportado la incorporacibn de agentes
antimicrobianos naturales a los recubrimientos para retardar el crecimiento
microbiano en un alimento (Arredondo-Ochoa, 2013). Los antimicrobianos mas
comunmente utilizados son: acidos organicos, quitosano, algunos polipéptidos
(nisina), el sistema lactoperoxidasa, extractos de plantas y sus aceites esenciales,
entre otros.

La nisina, una bacteriocina obtenida de algunas cepas de Lactococcus
lactis presentes de manera natural en la leche cruda y alimentos fermentados.
Tiene un amplio espectro de actividad antimicrobiana, que incluye algunas
bacterias Gram-positivas Listeria monocytogenes, Clostridium botulinum vy
Staphylococcus aureus. Ademas, la nisina es termoestable, no téxica y sensible a
las proteasas digestivas. El uso de la nisina como conservante en alimentos ha
sido generalmente reconocido como seguro (GRAS). Su uso esta permitido en
leche pasteurizada, queso, huevos liquidos y productos carnicos (Cao-Hoang et
al., 2010). Para seleccionar un agente antimicrobiano, se debe considerar la
eficacia contra el microorganismo objetivo y las posibles interacciones entre el
agente antimicrobiano, los componentes del recubrimiento comestible y el
alimento mismo. Estas interacciones pueden modificar la actividad del
antimicrobiano y las caracteristicas del recubrimiento, siendo éstas factores clave

para el desarrollo de los recubrimientos antimicrobianos (Campos et al., 2011).

Para este proyecto se utilizé aislado de proteina de chicharo (PC),
quitosano (QT), transglutaminasa (TG), sorbitol (S) y nisina (N) para el disefio de

un recubrimiento comestible antimicrobiano.



2. ANTECEDENTES

2.1 Peliculas y recubrimientos comestibles

Las peliculas y recubrimientos comestibles se han utilizado durante afios
con la finalidad de mantener la calidad y seguridad de los alimentos durante su

transporte y almacenamiento (Pavlath y Orts 2009).

En la mayoria de los casos se han utilizado los términos pelicula y
recubrimiento de manera indistinta; ambos conceptos indican que la superficie de
un alimento estd cubierta por una delgada capa de un material de cierta
composicion.

Un recubrimiento comestible se define como una suspension de grado
alimenticio que se afiade a un alimento por aspersion, barnizado o sumergido, la
cual después de secarse forma una delgada capa sobre la superficie de un
alimento (Sanchez-Ortega et al., 2014). Debido a que son aplicados directamente
sobre la superficie del alimento, generalmente los recubrimientos son vistos como
parte final del producto (Han y Aristippos, 2005).

Por otro lado, una pelicula se obtiene al verter una suspension
filmogénica (SF) de grado alimenticio sobre una superficie inerte, la cual después
de secarse se pone en contacto con la superficie del alimento. Las peliculas
pueden tener forma de sacos, envolturas, bolsas o cépsulas a través de un
procesamiento posterior.

Las peliculas y los recubrimientos comestibles son una alternativa para
extender la vida de anaquel del alimento, pues actian como barreras al vapor de
agua, oxigeno, dioxido de carbono, aromas, lipidos, y otros solutos (Quirds-
Sauceda et al., 2014). Ademds, pueden contener sustancias que inhiban

microorganismos patégenos y de deterioro.



2.1.1 Empaques y propiedades

Los recubrimientos comestibles y las peliculas no pretenden sustituir
materiales de embalaje tradicionales, sino proporcionar una barrera adicional para
la conservacion de alimentos. Ademas ayudan a reducir el costo y también la
cantidad de envases utilizados tradicionalmente, otra ventaja adicional es que

pueden ser vehiculos de aditivos y nutrientes (Campos et al., 2011).

Debido a que son tanto un embalaje y como un componente de los
alimentos, las peliculas y recubrimientos comestibles deben cumplir estos
requisitos: buenas cualidades sensoriales, estabilidad fisico-quimicas vy
microbiana, libres de téxicos y seguros para la salud, no contaminante, usar
procesos y materias primas de bajo costo, de preferencia renovables vy
biodegradables (Otoni et al., 2017).

Los requerimientos de las peliculas y recubrimientos comestibles
dependen de su aplicacién y de las propiedades del alimento al cual sean
aplicados. A continuacion se mencionan las propiedades que se buscan en un

empaque comestible.

2.1.1.1 Barrera contra el ambiente

La razbn mas comun para el uso de peliculas y recubrimientos
comestibles es controlar la transferencia de masa entre los alimentos y la
atmosfera ambiente. La permeabilidad al vapor de agua (PVA) es una propiedad
importante para la selecciébn y adaptacion de materiales comestibles para el

embalaje.

En la Figura 1 presenta un esquema de las propiedades deseadas en los

recubrimientos comestibles.
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Figura 1. Funciones selectivas de peliculas y recubrimientos comestibles
(adaptado de Janjarasskul y Krochta, 2010).

La PVA se define como la tasa de transmision de vapor de agua por
unidad de superficie de material plano de unidad de espesor inducida y por unidad
de diferencia de presion de vapor entre dos superficies especificas, dadas ciertas
condiciones de temperatura y humedad (Debeaufort et al., 1998).

Mejorar las propiedades de barrera a la humedad representa uno de los
retos principales en la elaboracibn de empaques y recubrimientos comestibles
disefiados para su aplicacion en alimentos frescos.

Al comparar la PVA de varios polimeros naturales, se hace evidente que
es dificil producir un empaque o recubrimiento con una excelente tasa de
permeabilidad a la humedad en comparacion con los proporcionados por los
plasticos convencionales. En consecuencia, actualmente los esfuerzos en la

investigacion se centran en resolver este problema, con la comprension de que los



biomateriales a futuro deben ser capaces de imitar las caracteristicas de barrera al
vapor de agua de los materiales convencionales (Lacroix, 2009).

2.1.1.2 Barrera contra el oxigeno

Gran parte del deterioro de los alimentos se debe a la oxidacion de los
lipidos y de sus ingredientes, decoloracién de la mioglobina en cortes de carne
fresca, o pardeamiento enzimatico de productos listos para consumir. Emplear
recubrimientos comestibles con baja permeabilidad al oxigeno (PO) conserva la
calidad y prolonga la vida util de los alimentos sensibles al O,, al mismo tiempo

gue reduce el uso de plasticos no reciclables usados como barrera para el O,.

Ademas, el desarrollo de peliculas comestibles con determinada
permeabilidad de gas en ciertas condiciones de almacenamiento, puede crear una
atmosfera modificada. Suprimiendo con esto la tasa de respiracion de productos
horticolas y / o la produccién de etileno de productos climaterio fisiologicamente
activa durante el almacenamiento y distribucion (Janjarasskul y Krochta, 2010).

Las propiedades de barrera al O, y CO;, dependen de muchos factores
gue incluyen la naturaleza del polimero, la presencia de plastificantes, la humedad

ambiental y estructural de los materiales (Pérez-Gallardo et al., 2012).

2.1.1.3 Barrera contra los aromas

Las barreras contra compuestos organicos volatiles son importantes en la
prevencion de la pérdida de sabor y aroma de los alimentos; mientras también se
evita la migracion de sabores desagradables externos durante el almacenamiento

y la distribucién.

En general, la eficacia de la barrera de los envases se optimiza cuando un
compuesto tiene baja afinidad con los materiales y baja difusividad a través del
polimero que compone la matriz. La hidrofilicidad de peliculas comestibles
elaboradas con proteinas y basadas en polisacaridos hacen excelentes barreras

contra los compuestos aromaticos no polares.



2.1.2 Materiales

Para la elaboracién de peliculas y recubrimientos comestibles se han

utilizado polimeros naturales dada su capacidad filmégena.

Tomando en cuenta el material, las peliculas comestibles pueden
clasificarse en: hidrocoloides, lipidos y compositos. Las peliculas de hidrocoloides
estan compuestas de proteinas, derivados de celulosa, pectinas y otros
polisacéaridos. Las peliculas lipidicas estdn compuestas de ceras, acilgliceroles y
acidos grasos. Los compositos contienen una combinaciéon de lipidos e
hidrocoloides (Giosafatto et al., 2014). Dependiendo de las caracteristicas
deseadas, los recubrimientos se pueden hacer usando un tipo de material o una
mezcla de ellos, teniendo en cuenta sus ventajas y desventajas, como se

menciona a continuacion. (Colla et al., 2006).

Los hidrocoloides son aptos para formar una matriz continua y cohesiva
con propiedades mecéanicas adecuadas.Tal capacidad esta relacionada a la
estructura quimica de estos compuestos, lo que permite la asociacion de las
cadenas poliméricas a través de puentes de hidrégeno (Bourtoom, 2009).

Las peliculas hechas a base de proteinas deben contener algun
plastificante que induzca flexibilidad y evite la ruptura de las peliculas durante el
secado o manipulacion. La funcion general de los plastificantes es reducir las
interacciones intramoleculares entre las cadenas de polimeros, lo cual incrementa
el espacio de volumen libre y facilita el movimiento de las moléculas. Como

consecuencia, la red polimérica se vuelve suave y flexible (Osés et al., 2009).

2.1.2.1 Proteinas
Las proteinas comunmente utilizadas para formar peliculas pueden ser de
origen animal (caseina, colageno, albumina de huevo) o de origen vegetal (maiz,

soya, trigo, cacahuate, arroz) (Sanchez-Ortega et al., 2014).

Las peliculas a base de proteinas generalmente tienen buenas

propiedades mecanicas ademas de ser buenas barreras contra el transporte de



0., CO,, compuestos aromaticos y lipidos. Sin embargo, poseen una alta
permeabilidad al vapor de agua.

Las propiedades de las peliculas de proteina se pueden mejorar mediante
métodos quimicos y enzimaticos, combinandolas con materiales hidr6fobos o
algunos polimeros, o utilizando un método fisico (Bourtoom, 2009).

La capacidad de diferentes proteinas para formar peliculas vy
recubrimientos depende en gran medida de sus caracteristicas moleculares: peso
molecular, conformacion, propiedades eléctricas (carga y pH), flexibilidad, y
estabilidad térmica (Vargas et al., 2009). Por otro lado, los polimeros tienen un alto
potencial para formar enlaces intermoleculares que mejoran la resistencia

mecanica de las peliculas (Janjarasskul y Krochta, 2010).

2.1.2.2 Proteina de Chicharo

El chicharo (Pisum sativum L.) es una fuente importante de proteinas
vegetales y una posible alternativa a la soya. El aumento de la aceptacion de las
proteinas de chicharo se debe a sus mudltiples cualidades tales como: buenas
propiedades funcionales en aplicaciones alimentarias, alto valor nutritivo, la
disponibilidad y costo relativamente bajo (Marinangeli et al., 2009).
Adicionalmente, la proteina de chicharo poseen la gran ventaja que tiene baja
alergenicidad y no ha sido asociada a intolerancias alimentarias (Pérez et al.,
2016).

Los principales productores de chicharo a nivel mundial son China, India y
Estados Unidos (FAO, 2015). México obtuvo una produccién de 66,408.84
toneladas con una ganancia de $ 418,739.98 miles de pesos (MXN) durante el
2015, segun la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y
Alimentacion (SAGARPA). Entre los principales estados productores en nuestro
pais se encuentran México, Puebla, Baja California, Hidalgo y Sinaloa (SAGARPA,
2017). Aunque Meéxico no figura entre los principales productores, se tomo la
decision de utilizar la proteina de chicharo por las cualidades antes descritas.

Para el objetivo de este proyecto es de interés el contenido de proteina

del chicharo. ElI Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA, por sus
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siglas en inglés) recopil6 los nutrientes proximales para 100 g de chicharo
(Apéndice 1).

De acuerdo a Barac (2010), las principales proteinas de reserva del
chicharo como legumina (11S), vicilina (7S) y convicilina son globulinas. La
legimina es un hexamero con un peso molecular (Mw) ~320-380 kDa. Las
proteinas maduras se componen de seis pares de subunidades que interacttian de
forma no covalente. Cada uno de estos pares de subunidades consiste, a su vez,
de una subunidad acida de ~40 kDa y una subunidad basica de ~20 kDa, unidas
por un unico enlace disulfuro. Los tamafios de estos polipéptidos varian desde 38
hasta 40 kDa para los &acidos, y 19 a 22 kDa para los polipéptidos basicos.

La vicilina es una proteina trimérica de ~170 kDa que carece de residuos
de cisteina y por lo tanto no puede formar enlaces disulfuro. La composicion de
vicilina de chicharo varia sobre todo a causa del procesamiento posterior a la
traduccion ribosomal. Principalmente la vicilina consta de subunidades de ~47
kDa, ~50 kDa, ~34 kDa y ~30 kDa.

Una tercera proteina de almacenamiento principal, llamado convicilina,
tiene una subunidad de ~71 kDa y un peso molecular en su forma nativa de 290
kDa.

2.1.3 Empaques activos

Un empaque activo es definido como un sistema en el cual el producto, el
empaque y el ambiente interactian de manera positiva para extender la vida de
anaquel o para alcanzar caracteristicas que no se pueden obtener de otra forma
(Malhotra et al., 2015)

También ha sido definido como un sistema que cambia activamente las
condiciones del empaque para extender la vida de anaquel, mejora la seguridad
alimentaria y las propiedades sensoriales, mientras se mantiene la calidad del
alimento. Los principales compuestos activos que pueden ser afiadidos a los
empaques son agentes antimicrobianos, antioxidantes, enzimas, sabores, entre
otros (Yam et al., 2005).



Actualmente, los consumidores prefieren los productos naturales sobre
los sintéticos. Por esta razon, los agentes antimicrobianos de origen natural se
estdn convirtiendo en importantes ingredientes de los empaques, ya que
presentan un menor riesgo percibido por los consumidores (Irkin y Esmer, 2015).

Se han reportado varios estudios sobre la aplicacion de agentes
antimicrobianos naturales incorporados en la elaboracibn de empaques para
retardar el crecimiento microbiano en un alimento; estos se conocen como
empaques antimicrobianos (Arredondo-Ochoa, 2013).

El uso de empaques antimicrobianos tiene mas ventajas comparado con
la adicién directa de los agentes antimicrobianos en los alimentos, debido a que
los agentes antimicrobianos se difunden rapidamente en los alimentos y las
sustancias activas pueden ser desnaturalizadas por los componentes del alimento
con lo cual se reduce la efectividad de los antimicrobianos. Mientras que los
empaques antimicrobianos ofrecen una migracién lenta y continua del agente
antimicrobiano desde el empaque hacia la superficie del alimento, con lo cual se
mantiene una alta concentracion del antimicrobiano por mas tiempo (Sung et al.,
2013).

Los antimicrobianos mas comunmente utilizados son: acidos organicos,
quitosano, algunos polipéptidos (nisina), el sistema lactoperoxidasa, extractos de
plantas y sus aceites esenciales, entre otros. EI Cuadro 1 muestra algunos
agentes antimicrobianos adicionados a empaques comestibles.

Para seleccionar un agente antimicrobiano, se debe considerar la eficacia
contra el microorganismo objetivo y las posibles interacciones entre el agente
antimicrobiano, los componentes de la pelicula comestible y el alimento mismo.
Estas interacciones pueden modificar la actividad del antimicrobiano y las
caracteristicas de la pelicula, siendo éstas factores clave para el desarrollo de los

recubrimientos antimicrobianos (Campos et al., 2011).
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Cuadro 1. Componentes activos naturales incorporados directamente en
empaques de alimentos (adaptado de Malhotra et al., 2015)

Compuesto Polimero/ _
) Sustrato Referencias
activo acarreador
Nisina PE/HPMC Medio de cultivo (Sung et al., 2013)
Proteina de
Aceite merluza
escencial de (Merluccius Medio de cultivo (Pires et al., 2013)
clavo capensis)
Proteina de
) amaranto y acido Fresa (Fragaria
Quitosano o (Colla et al., 2006)
estéarico ananassa)
Extracto de Salvado de
semilla de proteina de Salmoén (Song et al., 2012)
toronja cebada: gelatina

PE: polietileno. HPMC: Hidroxi propil metil celulosa.

Los empaques antimicrobianos pueden ser preparados mediante la
incorporacion del agente antimicrobiano ya sea en el material de envasado,
recubriendo el compuesto activo en la superficie de la pelicula, o adicionando
micro cépsulas en el empaque, a partir de las cuales se libera el compuesto

antimicrobiano durante el posterior almacenamiento.

Para la mayoria de los recubrimientos activos antimicrobianos se requiere
contacto intenso entre el material de empaque y el producto alimenticio
(Devlieghere et al., 2004).
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2.1.3.1 Quitosano

El quitosano (QT) es un polisacarido natural derivado de la desacetilacion
de la quitina [poli-p-(1—4)-N-acetil-D-glucosamina], un componente mayoritario del
caparazon de crustadceos como cangrejos, camarones). Se ha probado que el
quitosano derivado particularmente del caparazon de los crustaceos es
biodegradable, no téxico, biocompatible y util en el campo del empaque alimentos
(Céetal., 2012).

El quitosano tiene actividad antimicrobiana contra hongos filamentosos,
levaduras y bacterias (Kong et al.,, 2010). El efecto antifungico se debe a la
supresion de la esporulacién y la germinacion de esporas (Hernandez-Lauzardo et
al., 2008). Por otro lado, el efecto antimicrobiano es debido a un cambio en la
integridad de la membrana originado por interacciones entre el quitosano cargado
positivamente y la carga negativa de la membrana celular de las bacterias.
(Zivanovic et al., 2005; Bautista-Barios et al., 2006).

El quitosano con alto grado de acetilacion (=275%) y peso molecular de 28
kDa a 1671 kDa ha mostrado los efectos antibacterianos mas fuertes en
soluciones acuosas sin importar el tipo de acido usado para la solubilizacion (No et
al., 2002).

Las peliculas a base de QT tienen buenas propiedades mecanicas y
permeabilidad selectiva a los gases CO;, y O,. Ademas, el QT es biodegradable y

biocompatible con otros compuesto utilizados en peliculas (Jiang et al., 2016).

2.1.3.2 Nisina

Las bacteriocinas son proteinas o péptidos sintetizados en los ribosomas
de las bacterias, con actividad antimicrobiana (Garcia et al., 2010). De entre las
bacteriocinas se encuentre la nisina, un péptido de 34 aminoacidos obtenido de

algunas cepas de Lactococcus lactis subsp. lactis (Zhu et al., 2015).

La nisina tiene actividad antimicrobiana principalmente contra bacterias
Gram-positivas, y puede ser utilizada como agente antimicrobiano en peliculas
comestibles (Rossi-Marquez et al., 2009). Ademas, la nisina es termoestable, no
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toxica y sensible a las proteasas digestivas. Su uso como conservador de
alimentos ha sido generalmente reconocido como seguro (GRAS, por sus siglas

en inglés) (Gonzalez-Toledo et al., 2010).

El uso de la nisina esta permitido en leche pasteurizada, queso y huevos
liquidos, asi como productos carnicos (Cao-Hoang et al., 2010). En México, de
acuerdo a la Ley de Aditivos, esta permitido el uso de nisina en quesos y
productos cérnicos con un limite méximo de 12.5 mg/kg. En EUA, los limites
varian dependiendo del producto. Por ejemplo, no se debe exceder el uso de 600
ppm de nisina en carne lista para su consumo y productos de pollo que contengan
salsa; mientras en embutidos de carne cocida listo para su consumo no se debe
exceder de 220 ppm (FSIS, 2017).

La solubilidad de la nisina varia en funcion del pH, cuando se emplea un
pH = 2.2 la solubilidad es de 56 mg/mL, en pH= 5.0 es de 3 mg/mL, mientras que
al emplear pH =11.0 la solubilidad es de 1 mg/mL (Liu y Hansen, 1990).

La molécula de nisina tiene un caracter amfipético; en el extremo amino-
terminal contiene una proporcion relativamente alta de residuos hidrofébicos,
mientras que el extremo carboxilo terminal es mas hidrofilico. La nisina es una
molécula cationica debido a la presencia de tres residuos de lisina y dos residuos
de histidina en la tipo A, y la ausencia de acido glutamico y aspartico. Los valores
de pKa de los residuos de histidina y lisina de la cadena lateral, son 6.5 y 10,
respectivamente, y por lo tanto la carga neta de la nisina es dependiente del pH
(Russell y Gould, 2003).

Aparte de la nisina A, se conocen 5 tipos de nisina; la nisina Z, F, y Q
provienen también de Lactococcus lactis subsp. lactis, mientras la nisina U y U2
provienen de Streptococcus sp. Su diferencia es debido a la posicion de los
aminodcidos, en el caso de la nisina A presenta una histidina en la posicién 27
mientras que la nisina Z presenta una asparagina en la misma posicion. Por su
parte la nisina F también tiene asparagina en la posicion 27 y una valina en la
posicién 30 (en lugar de Isoleucina como la nisina A). La nisina Q posee las dos

sustituciones de la nisina F mas otra dos sustituciones de valina en la posicién 15
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y leucina en la posicién 21. La nisina U y U2 difieren de la Nisina A en 9y 10
aminoécidos respectivamente, ademas der ser mas corta por tres aminoacidos en
comparacion a las otras variantes (Piper et al., 2011).

Recientemente se ha incrementado el uso de nisina en empaques
antimicrobianos. Existen estudios que muestran que la nisina aplicada en peliculas
y recubrimientos antimicrobianos puede controlar el crecimiento bacteriano,
manteniendo la calidad de los alimentos, la seguridad y extendiendo la vida util de
los productos alimenticios (Irkin y Esmer, 2015).

Sanchez-Ortega et al. (2016) evaluaron la concentracion de nisina
(individual y en mezcla) que inhibia el crecimiento de L. monocytogenes, M.
Luteus y B. thermosphacta; reportando que entre estos microorganismos, L.
monocytogenes requiere la concentracion mas alta de nisina (6.25 pg/mL), para

inhibir su crecimiento en medio semi- sélido.

La efectividad de los agentes antimicrobianos generalmente se reduce
cuando se incorpora en recubrimientos activos, debido a la presencia de diferentes
compuestos en comparaciéon al ensayo con los agentes individuales o libres.
Considerando lo anterior, Ochoa et al., (2017) aumentaron la concentracion del

antimicrobiano entre 5y 10 veces la concentracion minima inhibitoria.

La velocidad de difusién de nisina en una pelicula al alimento, depende
principalmente de tres factores: 1) las propiedades de la pelicula (naturaleza de
los polimeros, plastificante pH y temperatura) 2) caracteristicas del alimento (pH,
actividad de agua, concentracion y tipo de iones) 3) condiciones de
almacenamiento (temperatura, humedad relativa, duracion) (Gharsallaoui y
Degraeve, 2016).

2.2 Formacion de complejos por transglutaminasa

La fuerza de red de proteinas en una pelicula, puede mejorarse si se
emplea un agente reticulante o de entrecuzamiento, como la enzima

transglutaminasa (TG).
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El nombre sistemético de la TG es R-glutaminil-péptido: amina (y-
glutamiltransferasa (E.C. 2.3.2.13), lo que indica que la catélisis consiste en la
transferencia de acilo de residuos gamma glutaminil, presente en las proteinas o
sustratos peptidicos (donador de acilo), a un sustrato aceptor de acilo, lo que
resulta en una variedad de diferentes productos en funcién de las moléculas

involucradas (Rossi-Méarquez 2011).

La formacion de los enlaces isopeptidicos e-(y-glutaminil) lisina, entre los

residuos de glutamina y lisina puede ser intra- o inter-moleculares (Figura 2).
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Figura 2. Formacion de entrecruzamientos de proteina, catalizados por la TG. A)
intra-molecular. B) inter-molecular

Debido a la formacién de polimeros de alto peso molecular por accion de
la TG en las peliculas comestibles, las propiedades mecanicas y de barrera de las

peliculas se mejoran (Porta et al., 2015).

La TG aislada del microorganismo Streptoverticillium sp. no requiere iones
calcio para actuar, mientras la actividad de la TG de origen animal se ve afectada
por la concentracién de iones calcio (Kieliszek y Misiewicz, 2014). En el presente

trabajo se utilizar4 TG de origen microbiano.
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2.3 Caracterizacion fisicoquimica de suspensiones filmogénicas
2.3.1 Potencial ¢

La carga de las micro y nano particulas es uno de los factores mas
importantes para determinar la estabilidad fisicoquimica de las emulsiones y
suspensiones, y puede ser determinada al medir el potencial { (Sabbah et al.,
2016).

Para explicar el potencial { se debe hacer referencia a otros conceptos.
Todas las particulas en suspension tienen una carga neta en su superficie, la cual
va a estar rodeada fuertemente por iones de cargas contrarias, esta capa es
llamada capa “Stern” o capa fija, la que a su vez estd rodeada de otra capa de
iones de carga similar que estan unidos de una forma menos fuerte, a esta capa
se le llama “difusa”, por lo que se dice que las particulas cuentan con una doble
capa eléctrica. El potencial ¢ es la diferencia de cargas que existe entre la doble

capa de Debye y el seno del liquido en que esta en suspension (Figura 3).
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Figura 3. Representacion de la doble capa eléctrica y el potencial {
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La teoria DLVO (Derjaguin, Landau, Verwey y Overbeek) propone que
existen dos tipos de fuerzas que trabajan sobre la estabilidad de un sistema
coloidal. Esta fuerzas son débiles y de corto alcance tal como las fuerzas de
atraccion de Van der Waals y fuerzas de repulsion electrostaticas que son fuertes
y de mediano alcance. La combinacion y equilibrio de estas fuerzas da principio a
la estabilidad de los coloides. El potencial ¢ es un indicador del alcance de la
repulsion electrostatica, por lo tanto un indicador de la estabilidad de dispersiones.
Asi que entre mayor sea la magnitud del potencial { mayor sera la estabilidad del
coloide (Salopek et al., 1992).

La medicion del potencial { se basa en la movilidad electroforética, la cual
se define como el movimiento de particulas cargadas en suspension mediante la
influencia de un campo eléctrico externo. Estas particulas se mueven al polo
opuesto a su carga, la velocidad con la que se mueven es proporcional a la
magnitud de su carga, por lo tanto para poder calcular el potencial { es necesario
medir la direccién y velocidad de estas particulas bajo un campo eléctrico externo.
La técnica empleada es dispersion de luz dinamica y se basa en la medida de la
velocidad de las particulas mediante velocimetria laser por efecto Doppler, en
donde se hace pasar una fuente de luz a través de la muestra mientras se le
aplica un ligero campo eléctrico, en el que se moveran las particulas y son
analizadas por la técnica de dispersion dinamica de luz, tomando en cuenta la
velocidad y direccion en que se mueven, con lo que se medira la magnitud (de la

velocidad) y direccién (signo de la carga) (Reyes-Gonzalez, 2013).

2.3.2 Tamafio de particula

Es una caracteristica importante ya que influye en las caracteristicas
opticas, reoldgicas y potencial de estabilidad. EI tamafio de particula en una
suspension se obtiene como un rango de tamafios distribuidos en la muestra, que

es una medida de la distribucién del tamafio predominante (McClements, 2011).

La dispersion dinamica de luz (DDL) es la técnica utilizada para medir el
tamafo de las particulas dispersas en un liquido, en la regién de sub-micras. La
17



DDL mide el movimiento browniano y lo relaciona con el tamafio de particula. El
movimiento browniano es el movimiento aleatoreo de las particulas debido al
bombardeo de las moléculas de solvente que las rodean. Las particulas grandes
poseen un movimiento browniano lento, mientras que las particulas pequefias se

mueven rapidamente (Anonimo, 2004).
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3. JUSTIFICACION

Actualmente se produce una alta cantidad de empaques para alimentos.
Estos empaques y embalajes son de plasticos derivados del petréleo, materiales
que tardan afios en degradarse, por lo cual se genera un grave problema de
contaminacion ambiental. Una alternativa a los empaques de plastico, son los
“biopolimeros”; éstos son empaques comestibles, hechos de materiales naturales,
de bajo costo y que no contaminan.

Dependiendo del material utilizado (proteinas, lipidos, polisacaridos) los
empaques tendran ciertas propiedades de barrera contra el oxigeno y el vapor de
agua. Ademas, los empaques comestibles en esta investigacion tienen el objetivo
de alargar la vida de los alimentos, ya que pueden contener algun agente
antimicrobiano que retrase o impida el crecimiento de bacterias deterioradoras.
Por otro lado, también pueden inhibir bacterias patégenas de alimentos, con lo
cual pueden contribuir a conservar la inocuidad de los alimentos.

Adicionalmente, hay una fuerte tendencia entre los consumidores de
preferir los alimentos lo mas natural posible, es decir sin tantos aditivos quimicos
afadidos. Por lo tanto, es necesario buscar estrategias de satisfagan las
preferencias de los consumidores: alimentos naturales, pero que se conserven por
mas tiempo; empaques que protejan al alimento, pero que no contaminen;
antimicrobianos que retrasen el deterioro y protejan la inocuidad de los alimentos,
pero que no sean sintéticos.

Debido a lo anterior, resulta pertinente el disefio de un empaque
comestible antimicrobiano, utilizando proteina de chicharo mezclada con
quitosano y entrecruzada con transglutaminasa. Ademas, el empaque contendra
nisina, una bacteriocina de origen natural cuyo uso esta permitido en alimentos.
Se espera gue el empaque tenga buenas propiedades mecanicas, de barrera y

antimicrobianas.
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4. OBJETIVO GENERAL

Disefiar un recubrimiento comestible antimicrobiano utilizando quitosano y

proteina de chicharo entrecruzada con transglutaminasa.

4.1 Objetivos especificos

1. Preparar suspensiones filmogénicas con proteina de chicharo, quitosano,
sorbitol, transglutaminasa y nisina.

2. Caracterizar fisicoquimicamente las suspensiones filmogénicas.

3. Determinar las propiedades mecanicas, de barrera y antimicrobianas de las

peliculas.
4. Evaluar el efecto de las peliculas antimicrobianas en un alimento.

5. Determinar la biodegradabilidad y digestibilidad de las peliculas disefiadas.

5. MATERIALES Y METODOS

Se utilizé aislado de proteina de chicharo (Roquette Naturalys S85F,
México), quitosano (mediano peso molecular 375 kDa, desacetilacion 275% y alto
grado de pureza, Sigma Aldrich) Sorbitol (Sigma Aldrich), enzima transglutaminasa
microbiana derivada de cultivo de Streptoverticillium sp, con 92 Ul/ g de aislado

(Activa WM, Ajinomoto) y nisina comercial (MP Biomedicals) .

5.1 Formacién de pelicula

Para la elaboracion de la pelicula, se mezclé la solucion de quitosano
(2 % pl/v disuelto en HCI 0.1M) con el volumen correspondiente de agua destilada,
de acuerdo a la formulacion. Esta mezcla se agrego a la solucién de proteina de
chicharo (2 % p/v, pH=12 con NaOH 1M) previamente preparada. Se adicioné el

sorbitol (40 % p/p respecto a la proteina) y posteriormente se ajusto el pH a 7.5

20



con HCI 1 N. Se agreg0 la nisina a una concentracion de 750 Ul/mL de suspension
filmogénica SF) y la transglutaminasa (20 U/g de proteina). La mezcla se dej6 en
agitacion constante durante una hora a temperatura de 22 + 2° C. Se reservo una
porcion de SF para su andlisis en liquido y paralelamente se realiz6 el vertido de
50 mL de SF en cajas Petri (150 mm x 15 mm) que se incubaron en una camara a
25 °C y 45 % de humedad realtiva (HR) durante 48 h. Transcurrido ese tiempo las
peliculas se despegaron cuidadosamente y se almacenaron para su posterior

estudio (Figura 4).

Tomando en cuenta que el aislado protéico utilizado contiene el 65 % de
proteina, se tiene una concentracion final en la suspension filmogénica de proteina
de chicharo: 6.5 mg/mL; quitosano: 0.65 mg/mL; sorbitol: 2.6 mg/mL (40 % p/p

respecto a la proteina); transglutaminasa: 0.13 Ul/mL; nisina: 750 Ul/mL).

T

Figura 4 Diagrama general de elaboracion de recubrimientos comestibles

5.2 Disefio experimental

Se realizd un disefio factorial completo de 2° con dos réplicas. Los
factores fijos fueron la cantidad de proteina de chicharo (PC) y el sorbitol (S). Los
factores fueron el quitosano (QT), transglutaminasa (TG) y nisina (N). Los niveles
de cada factor fueron ausencia (-) o presencia (+) (Cuadro 2).

Las variables de respuesta fueron: potencial ¢, tamafio de particula, indice
de polidispersion (IP), espesor, fuerza de tension (FT), elongacion (E) y modulo de
Young (MY). A los que resultaron los mejores tratamientos se les determino la

permeabilidad a los gases y las propiedades antimicrobianas.
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Cuadro 2.Disefio factorial completo 23

Tratamiento QT TG N
T1 - - -
T2 - - +
T3 - + -
T4 - + +
T5 + - -
T6 + - +
T7 + + -
T8 + + +

QT: quitosano; TG: transglutaminasa; N: nisina; - :ausencia; +: presencia.
Nota: Todos los tratamientos contienen proteina de chicharo + sorbitol.

5.3 Determinacion de las propiedades de las peliculas elaboradas

5.3.1 Potencial ¢, tamafno de particula e indice de polidispersion

El potencial eléctrico (potencial ), el tamano de particula y el indice de
polidispersion se midieron con el equipo Zetasizer Nano-ZS (Malvern Instruments,
Worcestershire, UK). Se realizaron tres mediciones de potencial { en cada
muestra de SF (1mL) contenida en la cuveta de ensayo. La temperatura del
analisis fue 25 °C y el voltaje aplicado fue 200 mV. El potencial { se calculd de la
movilidad electroforética utilizando la ecuacion de Henry y la aproximacion de
Smoluchowski. Se calcul6 el tamafio promedio de las particulas utilizando
dispersion dinamica de luz incluyendo también la doble capa de particulas
(diametro hidrodinamico llamado promedio (). Mientras que el indice de
polidispersiéon representa la varianza relativa en la distribucién del tamafio de
particula. El equipo utiliza un laser de helio-nedn con potencia de operacion de 4
mW y fijado a A =633 nm de emisién roja (Porta et al., 2016).
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5.3.2 Angulo de contacto

Para la medicién del &ngulo de contacto se colocé una gota (20 L) de la
SF sobre una superficie de material semitransparente, flexible y resistente al agua
(papel parafilm). Se tomaron fotografias y dichas imagenes se analizaron con el
software Image J (National Institute of Health, Maryland, USA) con el paquete
Drop Shape Analysis, basado en el algoritmo “B-spline snakes” (Stalder et al.,
2006).

5.3.3 Espesor

El espesor de la pelicula se midi6 con un micrémetro modelo HO62
(Metrocontrol Srl, NA, ltalia) en cinco posiciones aleatorias de la pelicula
(Giosafatto et al., 2014).

5.3.4 Propiedades mecanicas

La fuerza de tension, porcentaje de elongacion, y el modulo de Young se
midieron usando un equipo Instron Universal modelo 5543A (Instron Engineering
Corp., Norwood, MA, EUA) (Figura 5).

Se cortaron muestras de pelicula en tiras de 10 mm de ancho x 5 cm de
largo, que fueron equilibradas durante la noche a 50 £ 5 % de humedad relativa y
23+ 2°C.

Las propiedades de tension se midieron de acuerdo con la norma ASTM
D882-97 (1997) con modificaciones, utilizando el método de ensayo A, peso
estético, velocidad de separacion constante. La separacion inicial de agarre fue de
40 mm, y la velocidad de separacién de la cruceta fue de 10 mm/min en el modo
de tension (Giosafatto et al., 2014; Porta et al., 2016).
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Figura 5. Equipo Instron Universal

5.3.5 Microscopia electronica de barrido (MEB)

Se cortaron muestras de pelicula de 10 mm? y fueron observadas con un
microscopio electronico de barrido EVO 50 Carl Zeiss AG (Gottingen, Alemania)
en condiciones de alto vacio, con voltaje de aceleracion de 10 kV, a una distancia
de trabajo de 5.5 mm. Las muestras fueron recubiertas con oro en un ionizador

Desk II, Denton Vaccum (Géttingen, Alemania) (Giosafatto et al., 2014).

5.3.6 Permeabilidad al O,, CO,y vapor de H,O

Se determin6é utilizando la técnica ASTM D3985-81 (1981) con
modificaciones, utilizando un equipo Multiperm (Extrasolution, Pisa, Italia). La
prueba se realizo por duplicado, acondicionando las muestras de las peliculas por
dos dias a 50 % HR antes de la medicion. Se utilizaron mascaras de aluminio para
reducir el area de las peliculas a 5 cm?. La prueba se realizé a 25 °C y 70 % HR
(Porta et al., 2016).
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5.3.7 Espectroscopia Raman

Las mediciones de espectroscopia Raman se realizaron utilizando un
equipo LabRam HR800 (Horiba Jobin Yvon; Miyanohigashi, Kyoto, Japdn)
acoplado a un microscopio Olympus BX 41 con una resolucién del objetivo de
100X y un detector de dispositivo acoplado refrigerado con un sistema Peltier y
tres sensores de excitacion lineal: un laser de estado sélido bombeado por diodo
(DPSS) a 532 nm, He-Ne a 633 nm y un laser de diodo a 785 nm con potencia de
salida de 43.4 mW, 86.3 mW y 56.7 mW, respectivamente.

Los espectros Raman se registraron usando una rejilla de 400 lineas/mm
y una red de 785 nm de emision laser. La resolucion espectral fue de
aproximadamente 2 cm™, y la calibracion se determiné usando la linea de 520,5
cm™ de silicio.

Las mediciones se realizaron a los nimeros de onda de 200 cm™ a 3200
cm™ (temperatura ambiente). Los espectros fueron grabados aplicando un tiempo
de exposicion de 4-60 s y escaneando la muestra de 10 a 20 veces. Las
adquisiciones de espectros se obtuvieron mediante el software LabSpec (Horiba
Jobin Yvon) y editado utilizando el programa Spectograph  1.2.5  (Escamilla-
Garcia et al., 2013).

5.3.8 Propiedades antimicrobianas

Se utilizé Micrococcus luteus NCIB 8166 como microorganismo de prueba
por su alta sensibilidad a la nisina. El organismo se mantuvo en un tubo inclinado
en el medio assay e incubado a 30 °C por 48 h. Posteriormente el crecimiento en
el tubo inclinado fue suspendido con 500 pL de solucién Ringer 1X y se ajusté
absorbancia a 0.3 a una longitud de onda de 650 nm (BS 4020:1974).

Por otro lado, el medio de cultivo se fundio y se enfrié a 50 °C. Se agrego
el 2 % v/v de una mezcla 1:1 de Tween 20 (Sigma Aldrich) y agua destilada estéril
previamente mantenida a 48 °C por 20-30 min. Se diluyé la suspensién de prueba
del microorganismo 1 a 10 con solucién salina y de esta dilucion se afadieron 2
mL a cada 100 mL de medio fundido a 48 °C.
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Se vaci6 el medio inoculado en una caja Petri y se dej6 gelificar. Después,
se invirtieron las cajas y se almacenaron a 4 °C por una hora para facilitar el
perforado de los pozos. Con la ayuda de una tubo perforador de acero (8 mm), se
realizé el nimero de pozos necesarios (Rossi-Marquez, 2007).

Para la determinacién de las propiedades antimicrobianas en las
suspensiones filmogénicas, se colocaron 60 pL de las SF (por triplicado) dentro de
cada pozo y se dejo secar hasta que todo el liquido se absorbiera en el agar.
También se incluyd una curva de calibracion de nisina en un rango lineal de 2 - 10
Ul/mL para cuantificar la nisina de las SF (Apéndice 2).

En el caso de las peliculas, se cortaron circulos de 1.2 cm de diametro
(1.13 cm? de area) con ayuda del horadador No. 6. Una vez cortados los circulos,
se dejaron bajo luz UV para esterilizar las peliculas durante 30 min de cada lado.
Los trozos de las peliculas se colocaron cuidadosamente en la superficie del agar.
Posteriormente, las cajas se colocaron en una incubadora (ShelLab 1370 GX, OR
EUA) a T=30°C durante 48 h (Santiago-Silva, et al., 2009).

5.4  Aplicacion del recubrimiento comestible en jamén cocido

5.4.1 Preparacién de muestras de jamoén (inoculacién y empaque)

Se cortaron rebanadas de jamon tipo York de la marca MAGNIL® (10 g
de peso con medidas de 5 cm x 10 cm x 2 mm espesor). Se prepararon 3 tipos de
muestras:jamon (J), jamon + recubrimiento (JR), jamoén + recubrimiento con nisina
(JRN). Todas las muestras se inocularon con 100 pL de una suspension
bacteriana con 10" UFC/mL de B. thermosphacta ATCC 11 509, distribuyendo la
suspension en la superficie con una varilla de vidrio estéril (Rossi-Méarquez et al.,
2009). Las muestras se dejaron 5 min en una campana de flujo laminar hasta que
el in6culo fue absorbido. Se repiti6 la operacion inoculando el reverso de las
rebanas de jamén, obteniendo una concentracién final de 10° UFC/g de jamon.
Después de la inoculacion las rebanadas de jamoén se dejaron reposar 20 min en
una campana de flujo laminar para permitir que las células se adhirieran a la

superficie (Ye et al., 2008).
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Posteriormente, se adicionaron 100 pL de solucién filmogénica a JR y
JRN. Para JR se utilizd la suspension filmogénica T5 (proteina de chicharo +
quitosano), es decir, el recubrimiento sin el antimicrobiano de interés para esta
prueba. Para JRN se utilizo el tratamiento T6 (proteina de chicharo + quitosano +
nisina). La concentraciéon de nisina en el jamoén, fue de 11.85 mg/kg, siendo la
concentracion maxima permitida en un producto carnico de 12.50 mg/kg, de

acuerdo a la Ley de aditivos en México.

Las muestras se empacaron al vacio en bolsas de plastico (Tilia
FoodSaver, Rye, NY, USA), utilizando un empacador al vacio y se almacenaron a
4°C durante 28 d.

5.4.2 Andlisis microbioldgicos

Las muestras se analizaron a diferentes intervalos de tiempo (0, 10, 20,
30 y 45 d). Se transfiri6 asépticamente el contenido de las bolsas empacadas al
vacio, a bolsas estériles WhirlPak (Modesto, California, USA) y se diluyé 1/10 en
agua peptonada (Oxoid) al 0.1 % p/v.

Las muestras se mezclaron en un homogenizador peristaltico (Stomacker
Lab-Blender, modelo 400, Cooke Laboratory Products, Alejandria, USA) a
velocidad de 250 rpm durante un min y se elaboraron las diluciones seriales
decimales en agua peptonada (Jofre y Garriga 2008, Ravishankar et al., 2012).

La poblacion de B. thermosphacta se estimé mediante cuenta total por
extension en superficie de agar selectivo (STAA). La composicidn por litro de este
medio fue: 20 g de peptona, 13 g de agar, 7.5 g de glicerol, 2 g de extracto de
levadura, 1 g de K;HPO,, 1 g de MgSO,4 -7H,0 y 10 mL de suplementos selectivos
STAA (0.5 g de sulfato de streptomicina, 0.05 g de cicloheximida, 0.05 g de
acetato de talio). Las muestras se incubaron toda la noche a 30°C antes del
conteo (Rossi-Marquez et al., 2009).

También se cuantificaron bacterias acido-lacticas (BAL) por incubacion en
medio MRS a 30°C por 48 h y la cuenta bacteriana total (CBT) por vaciado en
placa en el medio método estandar, incubando a 37°C por 24 h

(Hernandez-Hernandez et al., 2017).
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5.4.3 Andlisis de pH

El pH de las muestras de jamon se determind mezclando las muestras
con agua desionizada en una proporcion 1:9, y utlizando un potenciémetro
(Hanna Instruments, Woonsocket, USA). Para cada tratamiento, las mediciones se

realizaron por triplicado (Sindelar et al., 2007, Hernandez-Hernandez et al., 2009).

5.5Biodegradabilidad de las peliculas

Se estim0O siguiendo la técnica ASTM G21, la cual se ha aceptado como una
prueba estandarizada para evaluar la biodegradabilidad de materiales, utilizando
cinco hongos que tuvieron a las peliculas como sustrato. Se colocaron circulos de
pelicula de 2 cm de didmetro, en cajas Petri que contenian agar enriquecido con
sales minerales. La composicion por litro de este medio fue:15 g de agar papa
dextrosa, 0.7 g de K;HPO,, 0.7 g de KH,PO,4, 0.7 g de MgS0O4-7H,0, 1.0 g de
NH4;NO3, 0.005 g de NaCl, 0.002 g de FeSO4-7H,0, 0.002 g de ZnSO4-7H,0 y
0.001 g de MnSO4-H,0O (Shang, et al., 2009).

Se afadieron 100 pL de una mezcla de esporas en suspension. Dicha
mezcla contenia volumenes iguales de suspension de esporas de Aspergillus
niger, Penicillium pinophilum, Chaetomium globosum, Gliocladium virens y
Aureobasidium pullulans; todas a una concentraciéon de (1x10’ + 2x10°
esporas/mL). Las cajas se incubaron a 30 °C y 85 % HR durante 28 d. Durante
este periodo se realiz6 una inspeccion visual del crecimiento de los hongos y se
otorgd una calificacion de acuerdo al Cuadro 3. Como control positivo se utilizaron
circulos de papel filtro. Como control adicional se incluy6é la evaluacién de la
biodegradabilidad de un trozo de pelicula sin la mezcla de esporas. (Hanifi et al.,
2014).
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Cuadro 3. Escala para evaluar crecimiento de hongos durante prueba de
biodegradabilidad

Observacion del crecimiento* Calificaciéon/ Escala

Ninguno 0
Trazas de crecimiento (<10 %)
Crecimiento ligero (10 % - 30 %)
Crecimiento mediano (30 % - 60 %)

A W DN P

Crecimiento abundante (60 %- completamente cubierto)

* Corresponde a la porcién de superficie de pelicula cubierta por los hongos.

5.6 Digestibilidad in vitro

Se pesaron 10 mg de cada tipo de pelicula y se adicionaron 1.2 mL de
fluido salivar simulado (FSS, 150 mM NacCl, 3 mM urea, pH= 6.9). Posteriormente
se adicionaron 1.5 mL de fluido gastrico simulado (FGS, 0.15 M NaCl, pH=2.5).
Las muestras se incubaron a 37 °C, durante 10 min a 170 rpm en agitador orbital.
Posteriormente se tomaron alicuotas de 100 uL y se colocaron en tubos de
microcentrifuga de 1.5 mL. Se adicionaron 50 puL de FGS y 50 uL de pepsina al 1
% plv. Las muestras se incubaron a 37 °C con agitacion constante. La reaccion de
la pepsina se detuvo con una solucién de NH;HCO3; 0.5 M, a diferentes intervalos
de incubacién (1, 2, 5,10, 20, 40 y 60 min). Se incluyé un control que se incubd
durante 60 min sin la proteasa. Las muestras se analizaron por SDS-PAGE al 12
% de acrilamida, utilizando geles prefabricados (Biorad, Hércules, California)
(Romano et al., 2016).

Se tomaron alicuotas de 30 pL de muestra, y se adicionaron 7.5 uL de
amortiguador de muestra: 15 mM Tris-HCI, pH= 6.8, que contenia 0.5 % p/v, SDS,
2.5 % viv de glicerol, 200 mM de mercaptoetanol y 0.003 % p/v de azul de

bromofenol.

La electroforesis se llevo a cabo a voltaje constante (80 V por 2-3 h) y las
proteinas fueron tefiidas con azul de Coomassie R250. Se utilizaron estandares de

bajo peso molecular como marcadores (Biorad) (Laemmli, 1970).
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5.7 Andlisis estadistico

Todas las pruebas se realizaron por triplicado y los resultados se
expresaron como la media + desviacion estandar y se analizaron por comparacion
de medias usando la prueba de Tukey (p < 0.05) y el software JMP 8.0 (SAS

Institute).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1 Formacion de pelicula
Se obtuvieron peliculas transparentes y ligeramente amarillentas
(parametro no determinado cuantitativamente); ademas resultaron flexibles y
faciles de manipular. En aquellos tratamientos que contenian quitosano se

observan algunas zonas no homogéneas (Figura 6).

Figura 6. Pelicula comestible a base de proteina de chicharo: quitosano (10:1),
sorbitol (40% respecto a la proteina), nisina (668 Ul/cm?) y transglutaminasa
(0.12 Ul/cm?).

Es importante elegir el tipo y la cantidad adecuada de plastificante, ya que
su efecto puede modificar significativamente las propiedades mecénicas de los
materiales obtenidos. Comunmente, se utiliza sorbitol o glicerol en un rango de 0.2
g — 0.6 g por g de agente filmante (Osés et al., 2009).

En pruebas preliminares se utilizé 40 % y 60 % de sorbitol, respecto a la
cantidad de proteina y se midieron las propiedades mecanicas para evaluar el
efecto del plastificante. Se observd que las peliculas que tenian mas sorbitol
presentaban menor fuerza de tensién y menor médulo de Young. Esto se atribuy6
a que a mayor cantidad de moléculas de plastificante, hay mas reduccion de

31



interacciones proteina—proteina, por lo tanto la estructura de la pelicula es méas
débil. Por otro lado, en la peliculas elaboradas no se observo diferencia
significativa entre los porcentajes de elongacion, como lo habian previsto
Jongjareonrak et al. (2006). Kowalczyk et al. (2014) reportaron resultados
similares al encontrado en este estudio al aumentar la cantidad de plastificante,
por lo cual se decidié realizar los tratamientos con el 40 % de sorbitol.

En cuanto a la relacion de de proteina:quitosano, se probaron dos
relaciones: 10:1 y 4:1 Se tomo la decision de seguir solo con las de 10:1 ya que
presentaron potenciales ¢ mas alejados de 0 mV, considerados en la literatura
como valores mas estables (Salopek et al., 1992).

Ademas una pelicula con menor cantidad de quitosano es mas econémica
de elaborar, ya que el precio a nuestro laboratorio del quitosano con alto grado de
desacetilacion (>75%; Sigma-Aldrich) es de $ 13,000 MXN/kg, mientras que el
aislado de proteina de chicharo cotizado por la empresa Roquette Naturalys (75 %
proteina b.s.; S85F) tiene un valor de $ 500 MXN/kg.

Adicionalmente se estudiaron varios pH para la formacion de las peliculas.
Se determiné pH=7.5 para la elaboracion de las peliculas de PC:QT (10:1) con
nisina y transglutaminasa. A pesar de que la nisina presenta su mayor actividad
antimicrobiana a pH &cido, no fue posible obtener peliculas con buenas
propiedades a pH< 6. Durante las pruebas preliminares las peliculas obtenidas a
pH<6 resultaron fragiles y quebradizas. Por otro lado, se obtuvieron peliculas a
pH=10 con buenas propiedades mecanicas, sin embargo, a pH basico la nisina
presenta una minima solubilidad por lo cual su liberacion se veria disminuida. Un
incremento en el pH al elaborar suspensiones filmogénicas, resulta en fuerza de
tension mas grandes, y mejores porcentajes de elongacion, en las peliculas
hechas a base de proteinas de leguminosas. Sin embargo si las proteinas se
forman a pH alcalino extremo, éstas tendran un atributo sensorial a considerar
(Kowalczyk et al., 2014).

También se realizaron experimentos adicionando la TG “antes” y
“‘después” de la nisina; ya que esta ultima tiene 3 moléculas de lisina en su

estructura compuesta por 34 aminoacidos, y esto puede suponer una interferencia
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para que la TG actue sobre los residuos de lisina y glutamina de las proteinas. Se
realiz6 un test de competicion y se determind que la nisina no es sustrato de la
TG, por lo cual la TG llevar a cabo el entrecruzamiento independiente de la

presencia de N.

6.2 Caracterizacion fisicoquimica de las suspensiones filmogénicas (SF)

En el Cuadro 4 se listan las variables respuesta (potencial ¢, tamafio de
particula e indice de polidispersion) correspondientes a la caracterizacion de las
SF. De acuerdo al andlisis de varianza (Apéndice 3), la nisina tiene un efecto
significativo (p<0.05) en estas variables ya sea de manera individual o en

interaccidon con otros factores.

Se observa que los tratamientos en presencia de nisina (T2, T4, T6 y T8),
poseen los valores absolutos mas bajos de potencial ¢, asi como una reduccién en
el tamafios de particula y en el indice de polidispersiéon (IP). La carga de las micro
y nano particulas es un factor determinante en la estabilidad fisicoquimica de las
suspensiones y puede ser cuantificado al medir el potencial {. Cuando todas las
particulas tienen un valor grande de potencial {, ya sea positivo o negativo, se
repelen entre ellas y como consecuencia la suspension sera estable. Por el
contrario, cuando el potencial { es cercano a cero mV, aumenta la tendencia a la
floculacion (Sabbah et al., 2016).

En el Cuadro 4 todos los tratamientos poseen un potencial { en un rango de
-16.06 a -23.67 mV. De acuerdo a la clasificacion de Salopek et al. (1992), las
suspensiones con potencial ¢ en un rango de -16 a -30 mV, tienen baja
estabilidad. Este efecto puede deberse a que la nisina tiene una carga neta
positiva de +3.8 a pH=7, por lo cual los valores de potencial zeta tienden a ser
MAs cercanos a cero en presencia de nisina, lo que concuerda con Russell y
Gould (2003). También podria deberse a que la proteina tiene una carga neta
positiva, y tiende a tener mayor repulsion con la nisina, evitando una buena

interaccion entre ambos.
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Cuadro 4. Potencial ¢, tamafio de particula e indice de polidispersion de los
tratamientos

Tratamiento*

Potencial ¢ (mV)

Tamafio de

particula (nm)

Indice de

polidispersion

T1

T2

T3

T4

T5

T6

T7

T8

-23.67

-17.71

-22.15

-20.47

-22.05

-16.06

-22.18

-17.07

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

0.23°
1.622P
0.97°
1.46%P°
2.05"¢
0.572
0.74°

0.66%

314.37

184.78

296.47

192.68

300.27

213.73

245.13

187.03

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

58.742
16.86°
3.16%°
33.16%"
1.932P
35.18%"
41.20*°

14.24°

0.735

0.325

0.535

0.345

0.595

0.51

0.59

0.329

+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

0.073°
0.086"
0.011%°
0.103°
0.1182°
0.095%"
0.093%"

0.065°

*La descripcion de los tratamientos se incluye en el Cuadro 2.

*Los resultados se reportan como la media * la desviacion estandar.
*Letras iguales indican que no existe diferencia significativa (p< 0.05)

Por otro lado, el potencial ¢ del T1, que sélo contiene proteina de chicharo

(PC), fue -23.67 £ 0.23 mV y es menos negativo que lo reportado por Shevkani y

Singh, (2015) (-44.2 mV). Lo anterior puede deberse a la concentracion diferente

de PC (2 mg/mL vs. 6.2 mg/mL) o al pH durante la determinacion, ya que el

potencial { es una caracteristica de la particula en el ambiente que la rodeada, y

no de la particula misma (Anonimo, 2004).

Se anexa un ejemplo de la determinacion de potencial { y tamano de

particula, arrojados por el equipo Zetasizer Nano-ZS (Malvern Instruments,
Worcestershire, UK). (Apéndice 4y 5).
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El tamafo de particula, éste disminuyd en presencia de nisina,
posiblemente debido a que la nisina reduce los espacios intermoleculares entre las

proteinas y la transglutaminasa.

El indice de polidispersion (IP) es una medida de la homogeneidad del
tamafo de particula. Mientras mas cercano a 1 sea el IP, la homogeneidad es
menor. El valor mas alto de IP se present6 en el tratamiento T1 (s6lo contiene PC)
debido a que la proteina de chicharo estd compuesta por varias subunidades de
diferentes tamafios (Barac et al., 2010) y por lo tanto resulta mas heterogénea.
Los valores mas bajos de IP se encuentran en presencia de los tres factores (T8)
posiblemente debido a que la interaccion triple QT*N*TG resulta en una

distribucion mas homogénea del tamafio de particula.

Otros autores también han caracterizado soluciones de nisina. Prombutara
et al., (2012) observaron un ligero incremento en el tamafio de particula (159 +
6.4 nm) y una disminucion del potencial { (-28.3 £ 0.15 mV), al incorporar nisina en

nanoparticulas lipidicas solidas.

Zohri et al. (2010) caracterizaron nanoparticulas de quitosano/alginato
cargadas con nisina, obteniendo un tamafio de particula de 205 nm, 1P=0.34
(relacionado a la homogeneidad de las particulas), y un potencial (= -47 mV.
Estos valores de tamafio de particula e IP, estan en concordancia con los valores

presentados en el Cuadro 4.

6.3 Angulo de contacto
El angulo de contacto se define como el angulo formado por la
interseccion de la interface liquido-sélido y la interface liquido-vapor (adquirido
geométricamente al aplicar una linea tangente desde el punto de contacto a lo

largo de la interface liquido-vapor en el perfil de la gota).

Un angulo de contacto menor a 90° (caracter hidrofilico) indica que la
mojabilidad de la superficie es favorable, y el fluido se dispersara sobre el area

superficial. Mientras que un angulo de contacto mayor a 90° (caracter hidrofobico)
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generalmente significa que la mojabilidad no es favorable, y el fluido minimizara el

contacto con la superficie, formando gotas compactas (Yuany Lee, 2013).

Todos los tratamientos presentaron un angulo de contacto menor a 90°,
sin encontrar diferencias significativas (Cuadro 5). Ninguno de los factores (nisina,
quitosano o transglutaminasa) presentes en las suspensiones filmogénicas afectd

el angulo de contacto.

Cuadro 5. Angulo de contacto para las suspensiones filmogénicas

Tratamiento Angulo de contacto °
T1 85.40 + 2.46°
T2 8223 + 1.72°%
T3 81.33 =+ 4.06°
T4 8297 + 3.98°
T5 8437 + 5.19°
T6 7450 + 1.01°%
T7 80.57 + 3.84°%
T8 8143 + 6.91°

*La descripcion de los tratamientos se incluye en el Cuadro 2.
*Los resultados se reportan como la media * la desviacion estandar.
*Letras iguales indican que no existe diferencia significativa (p<0.05)

Los resultados indican que las suspensiones filmogénicas son de caracter
hidrofilico, por lo tanto, podrian aplicarse a algun alimento de superficie hidrofilica

(por ejemplo un producto céarnico) presentado buena mojabilidad.

Reyes-Gonzalez (2013) determiné el angulo de contacto de una
suspension de almidon oxidado en varias matrices alimentarias. En tomate rojo
(una superficie lisa e hidrofébica debido a las ceras) el angulo de contacto fue

61.5°. En nuez (superficie rugosa, seca y rica en aceites) presentd un angulo de
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contacto de 40.5°. En carne de cerdo (superficie acuosa, irregular e hidrofilica)
presentd un angulo de contacto de 1.0°.

Posterior a la caracterizacion fisicoquimica, se seleccionaron algunos
tratamientos (T2, T4, T6 y T8) para continuar con la caracterizacion de las
peliculas. Dichos tratamientos tienen en comun la presencia de nisina, por lo tanto

el disefio factorial se reduce a 22.

La seleccion se realizo considerando que la presencia de nisina reduce el
tamafo de particula y el indice de polidispersion, sin afectar el angulo de contacto.
Por otro lado, a pesar de que la presencia de nisina impacta en la estabilidad
fisicoquimica de las suspensiones filmogénicas (mostrando un valor absoluto de
potencial ¢ mas bajo) se decidié utilizar dichas suspensiones mientras no se

afectaran las propiedades antimicrobianas.

6.4 Propiedades mecanicas

Los tratamientos en presencia de QT (T6, T8) presentaron diferencias
significativas (p>0.05) en cuanto a la fuerza de tension (FT) requiriéndose de
mayor fuerza longitudinal para romper estas peliculas. A su vez, los tratamientos
en presencia de transglutaminasa (T4, T8) también presentan valores
significativamente mayores (p<0.05) de FT, en comparacion con aquellos
tratamientos que no contiene TG. Lo anterior est4 asociado a que la TG forma
enlaces covalentes con las proteinas, por lo tanto las peliculas son mas
resistentes y se requiere aplicar mas fuerza para romper estos enlaces (Cuadro
7).

Por otro lado, no se encontraron diferencias significativas en el
porcentaje de elongacién (E) (capacidad de los matertiales para extenderse)
debidas a la presencia de TG. Por su parte el modulo de Young (MY) indica la
rigidez o flexibilidad del material (Di Pierro et al.,, 2013). Los tratamientos en
presencia de TG (T4, T8) poseen valores significativamente menores de MY
(p<0.05) que los tratamientos en ausencia de TG. Se observo que la pelicula de

PC+ N+TG presento el valor mas bajo de MY, siendo un 56% menor que el
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tratamiento en ausencia de TG. Cuando las peliculas se prepararon en presencia
de QT, la reduccién del MY fue del 24% en el tratamiento que contenia TG,
respecto al que no tenia. Los menores valores de MY en presencia de TG

pudieran deberse a que el entrecruzamiento hace a las peliculas mas flexibles.

La misma tendencia fue reportada en peliculas de yero, una leguminosa,
en mezcla con pectina. En presencia de TG, sus resultados muestran una mayor

FT, un aumento en E y una disminucion en MY (Porta et al., 2016).

Cuadro 6. Propiedades mecanicas de las peliculas de proteina de
chicharo:quitosano con nisina y transglutaminasa

Trata- o Fuerza de tension _ Modulo de Young
_ Descripcién Elongacién (%)

miento (MPa) (MPa)
T2 N 2.27 + 0.18° 359 + 1.01° 266.26 + 6.04°
T4 N+ TG 2.61 + 0.54° 7.88 + 0.81° 117.46 + 10.63°
T6 QT +N 3.46 + 0.19?° 3.33 + 0.21" 360.77 + 35.09°
T8 QT +N+TG 4.16 + 0.20? 510 + 1.51° 275.00 + 12.77°

*Los resultados se reportan como la media + la desviacion estandar.
*Letras iguales indican que no existe diferencia significativa (p< 0.05)

Kowalczyk et al. (2014) obtuvieron peliculas de aislado de proteina de
chicharo (con 4% de sorbitol, sin calentamiento y vaciado a pH=7) cuyas
propiedades mecanicas fueron: FT= 6.48 MPa; E= 30.63%, y MY= 251.33 MPa.
Por su parte, Pérez et al., (2012) obtuvieron peliculas de proteina de chicharo con
FT=3 MPa; E=70% y MY=50 MPa.

Las propiedades mecéanicas de un polimero dependen del orden y
orientacion espacial de las macromoléculas, asi como la estructura interna de las
fases de los componentes (regiones amorfas y cristalinas). La cristalinizacion
afecta el grado de plasticidad; por ejemplo, una mayor cristalinidad resulta en un
polimero que es mas rigido y menos flexible (Carraher, 2007). Por lo tanto las
propiedades mecéanicas también se ven afectadas por el tipo de plastificante

utilizado.
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6.5 Analisis estrutural por microscopia electrénica de barrido

El conocimiento de la morfologia es un parametro importante para
identificar cambios estructurales en las peliculas y para predecir su porosidad,

permeabilidad, flexibilidad y resistencia.

Para observar si habia cambios en la morfologia de las peliculas debidos
a la presencia de la TG o de la N, se realizaron analisis de la superficie de las
peliculas elaboradas mediante microscopia electronica de barrido (MEB). Las
micrografias muestran diferencias en la superficie de las peliculas. Las
micrografias de los tratamientos que no contenian TG presentaron una superficie
mas heterogénea. Por el contrario, las peliculas que contenian TG presentaron en

general una superficie mas suave, continua y homogénea (Figura 7).

Estos resultados estdn en concordancia por lo reportado por Giosafatto et
al. (2014) donde la presencia de la enzima TG en peliculas de faseolina

modificada y pectina, fue responsable de una superficie mas suave y compacta.

Es importante resaltar que en algunas zonas de la pelicula, la estructura
se mantuvo heterogénea, aun en presencia de la enzima, como se aprecia en
esquina inferior derecha de la Figura 7B. Posiblemente lo anterior se debi6é a que

no se llevo a cabo completamente el entrecruzamiento.

Figura 7. Microscopia electrénica de barrido de superficie de peliculas de
PC:QT+ N en presencia de TG (A) y ausencia de TG (B), 2.5kX
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6.6 Propiedades de barrera

Los empaques de alimentos deben proveer una barrera contra los gases,
sabor y aroma para mantener la calidad de los alimentos durante su vida anaquel.
Generalmente, se presentan algunas limitaciones en la aplicacion de empaques a
base de proteinas y polisacaridos, debido a su alta sensibilidad a la humedad
(Giosafatto et al., 2014).

En este proyecto se consideré de interés evaluar el efectodelaNyla TG
en las propiedades de barrera de las peliculas de PC:QT. La adicién de N no tuvo
efecto significativo en la permeabilidad a alguno de los gases. Resa et al. (2014)
tampoco observaron diferencias significativas al adicionar N en peliculas de

almidon de tapioca.

La adicibn de TG tuvo un efecto significativo en las propiedades de
barrera, ya que la permeabilidad al CO, y O, de las peliculas disminuy6 (3 y 250
veces respectivamente) cuando se adicioné TG (Cuadro 7). Estos resultados
estan en concordancia con las imagenes MEB de la superficie de las peliculas, ya
que la TG se asocia a una estructura mas compacta debido al entrecruzamiento y

por lo tanto la permeabilidad a estos gases es menor.

Se destaca la baja permeabilidad al O, en las peliculas de PC:QT+N+TG.
(8 veces menor que Mater-Bl, pelicula disponible comerciarmente). La barrera al
O, en las peliculas comestibles es sumamente relevante, ya que la presencia de
O, en ciertos alimentos provoca reacciones que afectan el sabor, la calidad
nutricional y la aceptabilidad. En cuanto al CO,, algunos alimentos como frutas y
verduras aumentan la produccion de CO, Y la alta concentracion de éste dentro de
los empaques puede resultar dafiina para la vida de anaquel (Giosafatto et al.,
2014).
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Cuadro 7. Determinacion de permeabilidad al CO,, O, y H,0, de las diferentes
peliculas elaboradas en este trabajo.

Espesor CO: 0, H,O
Tratamiento 3 3
m cm™*mm cm™*mm g*mm
H m2*d*kPa m2*d*kPa m2*d*kPa

PC:QT 120.00 + 14.14® 9.60+1.12% 24.18+5.66% 0.21 +0.03°
PC:QT+N 121.00 +9.90® 8.59+1.78% 20.82+13.19% 0.24 + 0.09°
PC:QT+N+TG 117.50+10.61* 3.08+0.69° 0.09+0.02° 0.22+0.02"
Mater-BI* 12.8+0.6° 1.355+0.01° 0.722 +0.02° 1.961+ 0.012

Letras iguales indican que no existe diferencia significativa (p< 0.05).

PC:proteina de chicharo; QT: quitosano; N: nisina; TG: transglutaminasa.

*Peliculas de almidon y poliéster biodegradable (poli- caprolactona) disponible comercialmente en
Novamont Spa (Novara, Italia) (Di Pierro et al., 2006)

Por otro lado, la permeabilidad al vapor de agua resulté similar en ambos

casos. Estos resultados pueden ser explicados considerando que el efecto barrera

al vapor de agua depende principalmente de la hidrofobicidad de la pelicula, la

cual no es afectada significativamente por el entrecruzamiento dentro de la matriz

protéica.

Estos resultados estan en concordancia con Porta et al. (2016), quienes

reportaron una disminucién en la permeabilidad al CO, y O, (20 y 300 veces

respectivamente) en peliculas de proteina de yero (Vicia ervilia) en mezcla con

pectina y entrecruzada de transglutaminasa; mientras la permeabilidad al vapor de

agua no se modificé por la presencia de TG.
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6.7 Espectroscopia Raman

Las interacciones quimicas entre los componentes de las peliculas
comestibles se evaluaron mediante espectroscopia Raman (Figura 8). El
tratamiento T8 (PC:QT + N+ TG) mostré una disminucién en la intensidad de las
bandas a 940 cm™, 1203 cm™ (ambas por la lisina) y 1448 cm™ (glutamina)
(Overman y Thomas, 1999; Escamilla-Garcia et al., 2013) en comparaciéon a los
tratamientos que no presentan TG, lo cual puede deberse a la formacion de
enlaces isopeptidicos por accion de la transglutaminasa. De este mismo espectro,
la sefial a 1203 cm™ correspondiente a Lis desaparece en presencia de TG,
mientras que se mantiene en los tratamientos T5 (PC:QT) y T6 (PC:QT + N). Lo
anterior sugiere que el entrecruzamiento de la TG puede llevarse a cabo con los
residuos de Lis y GIn ya sea de la proteina de chicharo o de la nisina.

Los resultados concuerdan con Taddei et al. (2013), quienes reportaron una
reduccién en la intensidad de las bandas a 940 cm™ debido a un re-arreglo
conformacional y a la presencia de TG en peliculas de fibroina y gelatina.

En la regién de 1600 — 1700 cm™ la banda méas prominente corresponde
al modo vibracional de la amida I, que se centra en 1665 cm™ (Herrero et al.,
2011). Esta banda proporciona informacion sobre la estructura secundaria de las
proteinas, la cual involucra estiramiento de C=0 y C—N en menor grado, asi como
flexion de C.—C—-N y N-H en el plano de los péptidos (Kang et al., 2017).

Se observé un ligero cambio de la méaxima intensidad de la banda a 1657
cm™ a nimeros de onda mas altos (1663 cm™) cuando se adicioné TG a las
peliculas, indicando una reduccion de la estructura a-hélice (Figura 8). Resultados
similares fueron reportados por Kang et al. (2017), quienes observaron cambios
en el espectro de salchichas adicionadas con TG, en las bandas correspondientes
a amida I, atribuyéndolo a una reduccion en la estructura a-hélice y un aumento en
la estructura de hoja-p y vuelta-B. Debido a un incremento en los puentes de
hidrégeno la mayoria de las estructuras a-hélice cambian a hoja-B durante la
desnaturalizacion de proteinas en presencia de transglutaminasa (Perisic et al.,
2013).
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Figura 8. Espectro Raman de peliculas comestibles de proteina de chicharo con quitosano (verde), adicionado con nisina

(azul) y con transglutaminasa (rojo).
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Las sefiales de 780 cm™, 1336 cm™ y 1571 cm™ aparecieron solamente
en el espectro del T8, por lo que posiblemente se deben a la transglutaminasa o
bien una interaccion de la TG con PC. Para comprobar lo anterior, se recomienda
incluir un espectro de los componentes de la pelicula de manera individual (PC,
QT,NyTG).

6.8 Propiedades antimicrobianas

Para la determinacion de la actividad antimicrobiana se utiliz6 el método
de difusion en agar y como microorganismo indicador a M. luteus. Soélo los
tratamientos que contenian nisina (T2, T4, T6 y T8) presentaron actividad
antimicrobiana. El resto de los tratamientos (T1, T3, T5 Y T7) se utiliz6 como
control negativo. El experimento se realiz6 tanto en la solucién filmogénica, como

en pelicula. (Figura 9, Ay B, respectivamente.)

Figura 9. Propiedades antimicrobianas contra M. luteus en solucion filmogénica
(A) y pelicula (B).

En la Figura 9 A se observan zonas de inhibicion bien definidas
provocadas por los tratamientos que contienen nisina (T2, T4, T6 y T8). Por el

44



contrario, no se presenta una zona de inhibicion en la solucion que solo contiene
proteina de chicharo (T1). En el caso del tratamiento que contiene proteina de
chicharo y quitosano (T5) se observa una ligera zona de inhibicién, pero esta zona

de inhibicién no es significativa respecto a las zonas producidas por la nisina.

Al ser una bacteria Gram-positiva, M. luteus no es el microorganismo
mas sensible al quitosano. El efecto antimicrobiano es diferente para bacterias
Gram-postivas que para bacterias Gram-negativas debido las diferentes
caracteristicas de la membrana celular. Chung et al. (2006) reportaron una mayor
actividad antimicrobiana del quitosano contra bacterias Gram-negativas en
comparacion con bacterias Gram-positivas.

Estos resultados concuerdan con lo reportado por Park et al. (2004),
quienes demostraron la accion bactericida de peliculas de quitosano, contra
bacterias Gram-negativas como E. coli, y muy poca inhibicién de crecimiento
contra bacterias Gram-positivas como S. faecalis.

Por otra parte, en la figura 9 B también se observan zonas de inhibicién
definidas en los tratamientos que contienen nisina (T2, T4, T6 y T8). De los cuéles,
aguellos que contienen TG (T4 y T8) presentan zonas de inhibicibn mas pequefias
gue aquellas que no contienen TG, a pesar que tienen la misma cantidad de nisina
(670 Ul/cm?).

En suspension filmogénica (SF), las zonas de inhibicion no presentan diferencias
significativas entre los tratamientos que contienen nisina (Cuadro 8). Al tratarse de
una matriz liquida, fue posible cuantificar la nisina en SF utilizando la curva de
calibracién, obteniéndose 697 + 33.23 Ul/mL. Se mantuvo el 92.93 + 4.43% de la
actividad de la nisina respecto a la cantidad de nisina adicionada (750 Ul/mL). Lo
anterior puede deberse a que algunas moléculas de nisina quedan atrapadas
entre los complejos de PC:TG y no se difunde totalmente. En este caso no tuvo
efecto el pH, ya que la curva de calibracion del estandar de nisina se elabor6 bajo

las mismas condiciones que las SF.
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Cuadro 8. Propiedades antimicrobianas de las SF y las peliculas elaboradas en
esta investigacion.

) o Zona de inhibicion Zona de inhibicion
Tratamiento Descripcion 1 ] 1
en SF “(cm) en pelicula™ (cm)
T2 N 2.92 + 0.02°2 3.89 + 0.10°2
T4 N+TG 2.95 + 0.072 3.07 + 0.05°
T6 QT +N 2.92 + 0.02°2 3.89 = 0.16°
T8 QT+N+TG 2.92 + 0.02°2 3.23 + 0.18°

*Los resultados se reportan como la media * la desviacion estandar.
* Letras iguales indican que no existe diferencia significativa (p<0.05).

! | a cantidad de nisina adicionada equivale a 45 Ul en SF, y 757 Ul en pelicula

Por otro lado, en las peliculas se observé una diferencia significativa entre
aquellos tratamientos que contenian TG y los que no, ya fuera en ausencia de QT
(T2 y T4) o en presencia de QT (T6 y T8) (Cuadro 8 ). Los factores individuales N,

TGy la interaccion N*TG resultaron altamente significativos (p<0.0001).

En peliculas, hubo una reduccion ~19% de la actividad antimicrobiana en
presencia de TG. Lo anterior puede deberse a una interaccion a nivel molecular
entre Ny TG cuando la matriz es sélida (pelicula). Estos resultados concuerdan

con lo reportado por otros autores, como se describe a continuacion.

Sebti et al. (2003), elaboraron peliculas con nisina y determinaron su
actividad antimicrobiana en presencia de hidroximetilpropilcelulosa (HPMC). Sélo
se mantuvo el 55% de la actividad antimicrobiana. Probablemente, se formaron
enlaces quimicos entre la nisina 'y el HPMC o el acido citrico, por lo cual la nisina
guedo retenida en la matriz de la pelicula. Se pueden formar enlaces quimicos
entre la nisina y otros componentes de la pelicula durante el calentamiento. El
grupo amino primario de la posicion N-terminal de los residuos de lisina podrian

reaccionar con el grupo carboxilo disponible del acido citrico para formar enlaces
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amida. Ademas el HPMC puede atrapar a la nisina por medio de enlaces éster del
grupo carboxilico C-terminal de la nisina y el grupo hidroxilo de la celulosa. En
ambos casos, la desorcion de la nisina estaria fuertemente limitada,

comprendiendo una bioactividad débil.

La nisina posee la habilidad para formar poros en las membranas de las
bacterias; de esta manera se desacopla la fuerza proton motriz y el equilibrio del
pH, causando la pérdida de iones y disminuyendo la capacidad de generar ATP
para las funciones celulares, dando como resultado la muerte de las células. El
segundo mecanismo de accién reportado, se ocasiona porque la nisina también
interfiere con la biosintesis de la pared celular, ya que se une a la molécula lipid Il
(precursor del peptidoglicano) y por lo tanto se tiene una pared celular debilitada

gue no soporta la presion osmoética de la célula (Breukink y de Kruijff, 2006).

Por su parte, la carga positiva del quitosano (en soluciones acidas)
interfiere con los residuos cargados negativamente de las macromoléculas en la
superficie celular, y posiblemente compite con los iones Ca®* por sitios
electronegativos en la membrana; causando por lo tanto desestabilizacién de la

membrana y provocando fugas de iones (Bégin y Van Calsteren 1999).

Al poseer diferentes mecanismos de accion, existia la posibilidad de que
el quitosano tuviera un efecto antagdénico sobre la nisina. Sin embargo, el efecto

del QT fue indiferente ante el efecto antimicrobiano de la nisina.

Sivarooban et al. (2008), comprobaron el efecto antimicrobiano sinérgico
entre la nisina y el extracto de semilla de uva contra L. monocytogenes, ya que
ambos compuestos actlan sobre la membrana celular. Vasconez et al. (2009),
reportaron que el sorbato de potasio y el almidén de tapioca (solos o en mezcla),
presentan un efecto antagénico en la efectividad del quitosano para inhibir el
crecimiento de Lactobacillus spp. Ellos sugieren que la accién antimicrobiana del
quitosano se disminuyo por las interacciones con el almidén de tapioca y el
sorbato de potasio, las cuales reducen la disponibilidad de NH3" para interaccionar

con la membrana celular.
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La pelicula compuesta de quitosano y nisina, posee la ventaja que puede
actuar contra bacterias Gram-positivas y negativas, ampliandose el espectro de
aplicacion. Por ejemplo, Park et al. (2004) probaron la efectividad de peliculas
compuestas de quitosano y lisozima contra E. coliy S. faecalis.

Para asegurar que esto se cumple en el presente proyecto, se
recomienda probar las propiedades antimicrobianas contra alguna bacteria Gram-

negativa, en un trabajo posterior.

6.7 Aplicacion del recubrimiento antimicrobiano en jamoén cocido

Los productos cérnicos cocidos o curados como jamén, salchicha, paté
son comercialmente importantes. Los niveles de consumo anual estimado de
carnes frias es de 8 kg por persona, en México (COMECARNE, 2017).

La mayoria de estos productos carnicos son rebanados y preempacados
al vacio o bajo atmosferas modificadas, y se venden con fechas de caducidad de
3-4 o hasta 6 semanas. Durante su elaboracion, los productos carnicos son
calentados a 65-75°C con lo cual muere la mayoria de las células vegetativas. Por
lo tanto la manipulacion y el rebanado recontaminan el producto con 0.5 — 2 log
UFC/g de cuenta bacteriana total (CBT), principalmente bacterias &cido lacticas.
Cuando se almacenan bajo condiciones anaerébicas y en refrigeraciéon, las LAB
psicrotrofas son responsables del deterioro de productos carnicos, debido a su

tolerancia a ambientes micro-aerofilicos o anaerébicos (Vermeiren et al., 2005).

Se decidié estimar la poblacién de BAL y BT debido a su asociacion con
el deterioro. La actividad metabdlica de BAL provoca caracteristicas de deterioro
como presencia de amargor, exudados, produccién de limo, hinchazén del
paquete a través de la produccion de CO, y aparicién de coloracion verdosa
(Beuchat et al., 2001). Brochothrix thermosphacta también puede formar parte
dominante de la flora de deterioro dependiendo de la permeabilidad de pelicula y
el oxigeno residual después del empacado al vacio. El patron de deterioro de B.
thermosphacta asociado con el metabolismo anaerobio es mas lento que el

asociado con crecimiento aerdbico (Pin et al., 2002).
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En el Cuadro 9, se observa que, al inicio del experimento (dia 0), se logré
recuperar una poblacién de 10° UFC/g de las muestras de jamén inoculadas con
Brochothrix thermosphacta (BT). En cuanto a la poblacién de bacterias acido
lacticas (BAL), las muestras de jamén presentaron una carga de 1.3 — 1.5 x10?
UFC/g, la cual se encuentra dentro de los limites normales. En el caso de la
cuenta bacteriana total (CBT), el conteo fue de 10’ UFC/g; considerando el inéculo
de B. thermosphacta mas las BAL, esta dentro de lo esperado. Al dia 0 no se
observaron diferencias significativas para los parametros microbiolégicos ni

fisicoquimicos entre los tratamientos.

Para el segundo muestreo (dia 7), la poblacion de BT aumentd
aproximadamente 1 log, obteniendo 6.56 + 0.05 log UFC/g en la muestra control
positivo. Por otro lado, la poblacion de BAL aumenté alrededor de 4 log,
obteniendo 7.53 £+ 0.01 log UFC/g en la muestra control positivo. BT es mas
sensible a la presencia de nitrito residual que las BAL, por lo anterior, la tasa de
crecimiento de BT es mas lenta que la de BAL (Gardner et al., 1981). Ademas,
Brochotrix thermosphacta no es competitivo en condiciones anaerdbicas y es
rapidamente superado por lactobacilos (especialmente Lb. sakei y Lb. curvatus) en
productos carnicos refrigerados envasados al vacio (Stiles y Holzapfel, 1997). Al
comparar el control (J) con la muestra tratada con recubrimiento activo (JRN), se
observé una disminucion de BT de 0.5 log de UFC/g. Dicha diferencia es atribuida
a la presencia de nisina, ya que en el caso de la muestra tratada con el
recubrimiento sin nisina (JR), no hubo diferencias significativas con el control (J).
En el caso de BAL, la disminucién fue de 0.3 log de UFC/g en la muestra JRN,
respecto al control positivo. Estas ligeras diferencias no se reflejaron en la cuenta
bacteriana total (CBT). También se observé una disminucién en el pH debido a la
produccion de acido lactico por BAL, las cuales fermentan los carbohidratos

presentes y producen 4cido lactico como metabolito (Kalschne et al., 2014).

Para el tercer muestreo (dia 14) las diferencias no son significativas entre
el control y las muestras tratadas en el conteo de BT y BAL. Si hay una diferencia

significativa en la CBT, lo que significa que el tratamiento de recubrimiento activo
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tuvo un efecto sobre algin microorganismo que no se monitore0 en este

experimento.

Para los siguientes muestreos (dia 21 y dia 28) si hubo una diferencia

significativa entre el control positivo y las muestras tratadas con el recubrimiento

activo, en la poblacion de BT. Se observaron reducciones de 0.42 y 0.54 log,

respectivamente. Por otro lado, no se observaron diferencias significativas en los

parametros de BAL y CBT.

Cuadro 9. Propiedades microbiologicas y fisicoquimicas de las muestras de jamoén

Dias Tratamiento

Propiedades microbiolégicas

Fisicoquimicas

Brochothrix
thermosphacta BAL CBT PH
0 J 589 + 0.20 % 316 + 002" 724 + 003 ¢ 6.28 + 0.01 2
JR 583 + 0.13 ' 3.18 + 006 ' 7.23 + 0.06 ¢ 6.26 + 0.01 ?
JRN 586 + 0.06 %" 313 + 003" 7.14 + 0.12 ¢ 6.27 + 0.02 2
7 J 6.56 + 0.05 *® 753 + 001 ¢ 8.45 + 0.17 ° 4.98 + 0.04 bcd
JR 6.49 + 0.03° 752 + 003 ¢ 845 + 0.17 ° 5.02 + 0.01 °¢
JRN 6.05 + 0.03 ¢ 724 + 0.09 ¢ 842 + 0.12 ° 5.04 + 0.03 %°
14 J 6.82 + 0.04 2 862 + 007 ® 954 + 0.16 ® 491 + 0.03 9"
JR 683 + 0.04 2 872 + 024 % 936 + 0.05 2 491 + 0.04 9"
JRN 6.69 + 0.06 *®> 875 + 0.16 * 8.68 + 0.38 ° 4.93 + 0.02 9N
21 J 6.10 + 0.04 ¢ 8.16 + 0.02 ° 928 + 0.02 ® 5.08 + 0.03 °°
JR 6.04 + 0.06 “%° 819 + 0.04 ° 930 + 0.02 ® 511 + 0.02 °
JRN 568 + 0.07 "9 817 + 007 ° 9.28 + 0.02 ? 5.08 + 0.03 2cd
28 J 6.02 + 0.08 °%° 813 + 0.03 ° 9.35 + 0.07 @ 5.06 + 0.02 Pecde
JR 6.02 + 0.13 % 812 + 0.03 ° 9.34 + 0.04 @ 5.04 + 0.02 bcde
JRN 548 + 0.06 9 8.11 + 0.02 "° 9.34 + 0.02 @ 5.06 + 0.04 becde

J=jamon inoculado con Brochothrix thermospacta (BT), se utilizé como control.

JR= jamdn inoculado con BT, y con recubrimiento de proteina de chicharo y quitosano (PC:QT);
JRN = jamén inoculado con BT y con recubrimiento activo (PC:QT + Nisina)
*Los resultados se reportan como la media + la desviacion estandar.
*Letras iguales indican que no existe diferencia significativa (p<0.05)

50



También se incluy6 el monitoreo del jamén sin inocular, para evaluar el
comportamiento del jamén en ausencia del inéculo. La poblacion de BT se
mantuvo debajo del limite de cuantificacion <1 log UFC/g durante los 28 d. La
poblacién de BAL y CBT resulto significativamente diferente del dia 0 al 21. Es
decir, del dia 21 al 28, se comport6 de manera similar que la de los otros
tratamientos inoculados con BT. En la Figura 10 se muestran los resultados

separados por microorganismo.

En general, la aplicacion del recubrimiento activo (JRN) al jamon
inoculado con B. thermosphacta, no tuvo el efecto deseado. Es decir, las
reducciones en las poblaciones de BT, BAL y CBT mostradas en este estudio no
representan un beneficio practico para una aplicacién a nivel comercial. Lo anterior
posiblemente se debié a que la concentracién de nisina no fue suficiente para
controlar el crecimiento del microorganismo inoculado; en dado caso se
recomienda incrementar la concentracién de nisina adicionada al jamén; de
acuerdo al FSIS se permite adicionar hasta 220 ppm en productos carnicos (FSIS,
2017).

Otra posible causa es que la difusion de la nisina no se llevé a cabo en las
mejores condiciones, ya que el pH de la solucion filmogénica afecta el coeficiente
de difusién de la nisina. Dicho coeficiente se ve favorecido a pH menores.
Rossi-Marquez et al. (2009), reportaron que a pH 7, solo se liber6 un bajo
porcentaje de nisina, debido a que el antimicrobiano esta por debajo de su punto
isoeléctrico (pl ~ 10) produciendo una carga positiva, la cual puede interactuar con
las cargas negativas de las proteinas de suero utilizadas para esas peliculas.
Mientras que a pH de 4, la nisina muestra una repulsion electrostatica con las
proteinas de la pelicula, debido a que ambas moléculas tienen una carga neta

positiva, lo cual favorece la liberacion de nisina hacia soluciones acuosas.
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Figura 10. Monitoreo de A) Brochothrix thermosphacta; B) bacterias
acido lacticas C) cuenta bacteriana total en rebanadas de jamén

J=jamoén inoculado con Brochothrix thermospacta (BT), se utiliz6 como control.
JR= jamén inoculado con BT, y con recubrimiento de proteina de chicharo y
quitosano (PC:QT); JRN = jamoén inoculado con BT y con recubrimiento activo

(PC:QT + Nisina)
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Adicionalmente, es posible que las bacterias hayan desarrollado una
resistencia a la nisina, debido a la presencia de nisina en exceso, es decir, debido
a gue la nisina se difundio rapidamente. De acuerdo a Chi-Zhang y Chikindas,
(2004) Listeria monocytogenes desarroll6 una resistencia instantdnea a la
bacteriocina cuando ésta se difundié rapidamente, mientras que cuando la nisina
se difundio lentamente, solo se observd una tolerancia temporal, y las células de
L. monocytogenes volvieron a ser sensibles a la nisina. Para el presente proyecto
una difusibn mas lenta podria lograrse al incluir TG en la formulacion de la
suspension filmogénica, como se demostrd en la Figura 9. Ademas, si se aplica
en forma de pelicula (matriz solida) la liberacion de nisina podria ser ain mas

controlada, obteniendo mejores resultados.

Se recomienda incluir un control de nisina (sin los otros componentes del
recubrimiento) para demostrar si hay ventajas en utilizar una solucion filmante
como acarreadora de nisina, y que ademas controle su difusion. Cuando la nisina
se agrega directamenente a los alimentos, se han reportado problemas como
pérdida de actividad, distribucion heterogénea en la matriz alimentaria,
inactivacién por enzimas proteoliticas, y surgimiento de resistencia en bacterias
gue normalmente son sensibles a la nisina. Para superar estos problemas, la
nisina puede ser inmovilizada en matrices sélidas (recubrimientos) que acttan
como barreras de difusion y que permiten controlar la velocidad de difusion

(Gharsallaoui y Degraeve, 2016).

También seria interesante evaluar si el recubrimiento activo (JRN) tiene
un efecto en una muestra sin inocular. Es decir, si hay una reduccién en la
poblacién de BAL y CBT. Kalschne et al. ( 2014) demostraron la reduccién de 2
log de BAL en jamon cocido, al adicionar nisina, sin embargo, ésta fue afadida
como aditivo durante la elaboracion del jamoén y en una cantidad superior a la que

permite la legislacién mexicana.

Otra recomendaciéon es probar el efecto de la nisina Z, ya que ésta es
mas soluble que la nisina A cuando se trabaja a pH mayores a 6 debido a que la

asparagina de la nisina Z es mas polar que la histidina (De Vos et al., 1993). Pero
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deberia notarse que se tendria una mayor cantidad de cargas positivas que
tendrian una repulsion con la proteina (PC) produciendo una pelicula poco

homogénea.

6.8 Biodegradabilidad

La biodegradabilidad es una propiedad afadida de ciertos tipos de
materiales, ya que se refiere a una re-integraciéon delos materiales utilizados al
medio ambiente, evitando asi la contaminacion. Durante el proceso de
biodegradabilidad, los microroganismos naturalmente presentes convierten o0
‘rompen” el polimero en agua, dioxido de carbono y biomasa (Benyathiar et al.,
2016). La propiedad de biodegradacion depende de su estructura quimica
(composicion, cristalinidad), y no de la fuente del polimero, siempre y cuando los
microorganismos responsables de la biodegradacién posean enzimas capaces de
degradarlos. Esto significa que no todos los bioplasticos (6 biopolimeros) son
biodegradables (Kyrikou y Briassoulis, 2007).

Para este proyecto se evalué la biodegradabilidad de dos peliculas a base

de bio-polimeros (T6 y T8).

En el caso del tratamiento T6 (PC:QT + N), al dia 7 se observé un ligero
crecimiento de esporas rugosas de color negro caracteristicas de Aspergillus
niger, sobre la pelicula. En comparacion con el control T6 (pelicula sin suspension
de esporas), donde soOlo se observd cambio de color en el medio y ligero
crecimiento blanco con apariencia algodonosa. Para el dia 14 se present6 en el
tratamiento T6 un crecimiento mediano de los hongos, otorgandose una
calificacion de 3. Dicho porcentaje de crecimiento se mantuvo a los 21 d, mientras
que para los 28 d, aumentd el crecimiento sobre la pelicula y en el medio de
cultivo, por lo cual se otorgo una calificacion de 4 (Cuadro 10, primera y segunda

columna).

Se observaron resultados similares para el tratamiento T8 (PC:QT + N +

TG). Durante la prueba, el control T8 (pelicula sin suspension de esporas) sufrié
cambios en la coloracion del medio debido al crecimiento de algunos hongos, sin
embargo al final se mantuvo la forma circular del trozo de pelicula. La pelicula T8
54



también inicioé con un ligero crecimiento desde el dia 7, y finaliz6 con un abundante
crecimiento en la superficie de la pelicula. A pesar que no hay tanto crecimiento de
cepas de Aspergillus niger en comparacion con el tratamiento T6, si se logré una
desintegracion total de la pelicula T8 al finalizar la prueba. Lo anterior indica que la
presencia de transglutaminasa en la pelicula T8 no afecta la biodegradabilidad
(Cuadro 10, tercera y cuarta columna).

Como prueba adicional, se intentaron retirar los trozos de pelicula para
evaluar la integridad de ésta. En el caso del papel filtro, después de 28 d adn se
mantiene la forma circular del trozo de la pelicula, (Figura 11 A). En el caso de la
pelicula de PC:QT y N, no fue posible retirar los tozos ya que estaban totalmente

fragmentados y adheridos al medio de cultivo (Figura 11 B).

Los materiales que son capaces de descomponerse en didxido de
carbono, agua y biomasa a una velocidad comparable con un material
compostable (por ejemplo la celulosa) , sin dejar residuos toxicos, son llamados
“plasticos compostables” (ISWA, 2015). Por lo tanto, debido que la pelicula de
PC:QT + N se biodegrada mas rapidamente que el papel filtro compuesto de

celulosa, se puede concluir que la pelicula de PC:QT + N es compostable.

Cabe destacar que debido a la naturaleza de las peliculas de PC:QT y N,
no fue posible evaluar las propiedades después de la biodegradabilidad, ya que al
cabo de 28 dias en contacto con los microorganismos, las peliculas estaban

completamente fragmentadas.
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Cuadro 10. Biodegradabilidad de peliculas de proteina de chicharo:quitosano y
nisina en ausencia de TG (T6) y presencia de TG (T8).

T6 Control T8 T8

dias Control T6 (PC:QT + N) (PC:QT + N+ TG)

0* 1 0 1
7 :
ff
0 3 0 ' 2
| .. ..
1 3 1 3
| .. ..

1 4 1

28

*Los numeros arriba de cada imagen corresponden a la escala de crecimiento descrita en el cuadro 3.
0O=ninguno; 1= trazas de crecimiento; 2=crecimiento ligero; 3= crecimiento medio; 4= crecimiento
fuerte.
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Figura 11. Remocion de los trozos de papel filtro (A) y pelicula de proteina de
chicharo:quitosano y nisina (B) al finalizar la prueba de biodegradabilidad

Algunos autores si han logrado evaluar las propiedades después de la
prueba de biodegradabilidad, ya que los materiales probados son mas resistentes.
Por ejemplo, Shang et al. (2009), evalularon la biodegradabilidad de elastomeros
de polietileno octeno (POE) en mezcla con diferentes porcentajes de almidon.
Después de 28 d de cultivo encontraron un abundante crecimiento fungico
(calificacion 4) en la superficie de las mezclas de POE/almidén. Evaluaron la
pérdida de peso, la morfologia por MEB y determinaron las propiedades
mecanicas. La pérdida de peso de las peliculas aumenté al incrementar el
porcentaje de almidén. Por otro lado después de la biodegradacion, las imagenes
de MEB de la superficie de las peliculas de POE/ almidon mostraron grietas y
agujeros debido a la accion de los microorganismos. La fuerza de tension en las
peliculas de POE/almidon disminuyé debido al ataque microbiolégico, y por el

contrario la elongacion aumenté después de la biodegradabilidad.
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6.9 Digestibilidad in vitro

La digestion gastrica se llevd a cabo en condiciones fisiologicas, con la
finalidad de evaluar la posible digestion de las peliculas en el estbmago. La
proteina de chicharo estad compuesta por legumina (~320-380 kDa), vicilina (~170
kDa) y convicilina (~290 kDa), y a su vez se componen de subunidades de menor
peso molecular (Barac et al., 2010).

Durante la electroforesis posiblemente alguna de estas subunidades no
se hidroliz6 y otra se hidrolizé parcialmente. Se observd que alguna unidad de la
proteina de chicharo (contenida en la pelicula comestible) no se digirié
completamente en el ambiente gastrico incluso después de 60 min de incubacién
con pepsina (protedlisis), ya que no se observan bandas menores a ~70 kDa.
Posiblemente dicha banda corresponde a la subunidad de convicilina con un peso
molecular de 71 kDa (Figura 12).

Figura 12. Digestion gastrica en el tiempo (min), de pelicula de proteina de
chicharo, quitosano y nisina, bajo condiciones fisioldgicas.

C: muestra control incubada por 60 min sin proteasa.
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Giosafatto et al. (2014) evaluaron la digestibilidad gastrica y duodenal de
peliculas de pectina:faseolina en presencia y ausencia de transglutaminasa,
concluyendo que la TG mejora la protedlisis de la faseolina. El incremento en la
susceptibilidad de las macromoléculas entrecruzadas con TG, posiblemente se
debe a que la modificacion enzimatica cambia la estructura tridimensional de las
proteinas, exponiendo algunos residuos de aminoacidos que son sensibles a la

digestion géastrica o duodenal.

Se recomienda realizar un tratamiento adicional de las muestras de la
digestibilidad gastrica, para simular la digestibilidad duodenal con tripsina y
quimotripsina y evaluar si en esta fase se completa la digestibilidad de las
peliculas comestibles. Ademas se recomienda evaluar la digestibilidad de las
peliculas de PC:QT + N en presencia de TG.
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7. CONCLUSIONES

La determinacion del potencial ¢, el tamafio de particula y el indice de
polidispersiéon mostraron ser de gran utilidad para predecir la estabilidad de las

suspensiones filmogénicas.

Las suspensiones filmogénicas elaboradas con proteina de chicharo,
quitosano, nisina y transglutaminasa mostraron angulos de contacto menores a

90° y por lo tanto son de carécter hidrofilico.

El quitosano y la transglutaminasa mejoraron las propiedades mecénicas
de las peliculas. La fuerza de tension y el porcentaje de elongacién aumentaron,

mientras el médulo de Young disminuyd.

Las peliculas que contenian TG presentaron una superficie mas suave,
continua y homogénea. Debido a esto, también mejoraron las propiedades de
barrera al CO, y O, de las peliculas con TG.

Los espectros Raman de las peliculas que contenian TG mostraron
interacciones entre los residuos de Lis y GIn correspondientes a la proteina de

chicharo o la nisina.

Las propiedades antimicrobianas de las SF (liquido) se mantuvieron en
presencia de TG. Sin embargo en los recubrimientos (so6lido) hubo una reduccién

~19% de la actividad antimicrobiana en presencia de transglutaminasa.

Se lograron reducciones de 0.5 log en rebanadas de jamén inoculado con
Brochothrix thermosphacta y tratados con recubrimiento activo de nisina. Dicha

reduccion no es practica para una aplicaciéon comercial.

Se comprobd la biodegradabilidad de las peliculas ya que éstas se

desintegraron incluso mas rapido que el papel filtro (celulosa).
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9. APENDICES

Apéndice 1. Composicion quimica de Pisum sativum L. (chicharo) (adaptado de
USDA, 2016)

Nutrientes Proximales Unidades Cantidad (g/100 g)
Agua g 78.86
Energia kcal 81
Proteina g 5.42
Lipido total (grasa) g 0.4
Hidratos de carbono, por diferencia g 14.45
Fibra, dietética total g 5.1
Azlcares totales g 5.67
Minerales ug 417.71
Vitaminas

Vitamina C, 4cido ascorbico total mg 40
Tiamina mg 0.266
Riboflavina mg 0.132
Niacina mg 2.09
Vitamina B-6 mg 0.169
Folato, DFE Mg 65
Vitamina B-12 Ug 0
Vitamina A, RAE Ug 38
Vitamina A, Ul Ul 765
Vitamina E (alfa-tocoferol) mg 0.13
Vitamina D (D2 + D3) Ug 0
Vitamina D Ul 0
Vitamina K (filoquinona) Mg 24.8

Lipidos g 0.293




Apéndice 2. Curva de calibracién para nisina en solucion filmogénica

Zona de inhibicion cm
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Apéndice 3. Factores significativos en la caracterizacion fisicoquimica de
suspensiones filmogénicas

Respuesta Factor Estimado  Std Error tRadio Prob>|t|
Potencial ¢ (mV) QT -0.829 0.314 -2.640 0.027
N -2.344 0.314 -7.480 <.0001

Tamafio de particula

N 47.251 7.448 6.340 0.000
(nm)
Indice de Polidispersion N 0.118 0.026 4510 0.002
QT*TG*N 0.050 0.022 2.300 0.050
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Apéndice 4. Potencial { para T6 por el sofware ZetaSizer de Mavern

Temperature (°C): 25.0 Zeta Runs: 12
Count Rate (kcps): 1104 Measurement Position {mm):.  2.00

Cell Description: Clear disposable zata cell Attenuator: 3

Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)
7eta Potential (mV): -14.4 Peak 1: -144 100.0 435
Zeta Deviation (mV): 4.35 Peak 2: 0.00 0.0 0.00
Conductivity (mSicm): 3.17 Peak 3: 0.00 0.0 0.00

Result quality :

Zeta Potential Distribution

DO0000T - e

150000« -« vrrre e

100000

Total Counts

-100 0 100 200

Apparent Zeta Potential (my)

I Record 22: 9. PP_Ch 10_1 + Sorbitel + Nisina 1 Record 23: 9. PP_Ch 10_1 + Sorbitol + Nisina 2|

Record 24: 9. PP_Ch 10_1 + Sorbitel + Nisina 3
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Apéndice 5. Tamafio de particula e indice de polidispersion para T6 por el
sofware ZetaSizer de Mavern

Temperature (°C): 25.0 Duration Used (s): 80
Count Rate (kcps): 1774 Measurement Position (mm): 065
Cell Description: Disposable sizing cuvette Attenuator: 3
Size (d.nmy): % Intensity: St Dev {d.nm):
Z-Average (d.nm). 3152 Peak 1: 2725 70.3 148.2
Pdl: 0.639 Peak 2 3926 26.8 1311
Intercept: 0.904 Peak 3: 45 96 3.0 9.044

Result quality : Good

Intensity (Percent)

Size Distribution by Intensity
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£n
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—— Record 15 9. PP_Ch 10_1 + Sorbitol + Nisina 1 Record 20: 9. PP_Ch 10_1 + Sorbitel + Nisina 2
—— Record 21:9. PP_Ch 10_1 + Sorbitol + Nisina 3
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